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1RESUME
Lafamilledes facteursdetranscriptionE2Fsjoueunrôleparadoxaldanslarégulation
du devenir de la cellule, et en particulier dans le développement tumoral. Les facteurs de
transcription E2Fs régulent dans le temps, lexpression de nombreux gènes nécessaires à
lentréeenphaseS,àlaréplicationdelADNetàlaprogressionducyclecellulaire.Cependant,
ilestmaintenantconnuquelactivationtranscriptionnelleparaumoinsundesmembresdela
famille,E2F1,peutaussiinduireefficacementlapoptoseenréponseauxdommagesà lADN.
Un équilibre approprié entre régulateurs positifs et négatifs apparaît comme essentiel à la
modulation de lactivité de tels facteurs, clés du devenir de la cellule en prolifération. Les
mécanismesfaisantbasculerlabalanceduncôté ou de lautre,entresurvieetapoptose,sont
encoremalcompris.
LaprotéineApi5est connuedanslalittératurepoursespropriétésantiapoptotiques
(«Apoptosisinhibitor5»)etcommeayant uneexpressiondéréguléeetassociéeàunmauvais
pronostic dans différents cancers. Elle a plus récemment été identifiée comme inhibiteur
spécifique de lapoptose dépendante du facteur de transcription E2F1, cependant le
mécanismedaction reste inconnu.MestravauxdethèseontportésurlétudedApi5etdesa
fonction dans lactivité promitotique et proapoptotique du facteur de transcription E2F1.
MesrésultatsmettentenévidencequelaprotéineApi5 participeà lexpressiondegènessous
le contrôle transcriptionnel dE2F1, nécessaires à la transition G1/S et à la progression du
cycle cellulaire.Dans ce sens,nousavonsmontréque linhibitiondApi5 provoqueunarrêt
des cellules en phase G1 et un retard de croissance. En ce qui concerne lactivité pro
apoptotique dE2F1, il semblerait que la protéine Api5 influence également lexpression de
cibles dE2F1 proapoptotiques périodiquement exprimés au cours du cycle cellulaire, sans
induire lapoptose,maispascelledes cibles proapoptotiques induitesparE2F1 enréponse
aux dommagesàlADN. Quantauxeffortsportéssurle mécanisme moléculairemisenjeu,nos
observations suggèrent quApi5 contribue à lactivité transcriptionnelle dE2F1 en
augmentant sa capacité à se fixer sur ses promoteurs cibles,mais ce demanière indirecte.
Plusieurs partenaires dinteraction dApi5 ont été identifiés. Létude de leur rôle dans la
relation fonctionnelle entre Api5 et E2F1, ainsi que celui des formes nucléaires du FGF2
(liaison directe publiée au laboratoire), est une piste prometteuse pour la suite de mon
travail.
A ce stade, le message général qui apparaît est que la protéine Api5, déjà décrite
comme inhibiteur de lactivité apoptotique du facteur de transcription E2F1, jouerait
parallèlementenfaveurdunerégulationpositivede lexpression desgènesducyclecellulaire
ciblesdE2F1. Api5, fréquemmentdérégulé dans lespathologies cancéreuses, pourrait donc
êtreconsidéré commeunprotooncogène,statutsouventassociéauxrégulateurspositifsdu
cycle.Enfin,defaçonintéressante,linvalidationdApi5 lasourisinduitunelétalitéinutero à
des stadesembryonnaires trèsprécoces, cequi révèle son importancedans laprolifération
cellulaire et ainsi quune absence de redondance fonctionnelle qui pourrait compenser sa
perte.
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9PROBLEMATIQUE
Léquipe du Professeur Hervé Prats travaille depuis plusieurs années sur les
mécanismesdelarégulationdelexpressionduFGF2,ainsiquesursonrôledanslacellule,et
plusprécisément,danslaprogressiontumorale.
LesgrandesisoformesduFGF2(hmwFGF2)sontdesformesnucléairesdufacteurde
croissancequiontétéimpliquéesdanslaproliférationetlamigrationcellulaires,événements
contribuant à la progression tumorale. Dans le but délucider lesmécanismes daction des
hmwFGF2, larecherchedecomplexescomprenant leshmwFGF2apermislidentificationde
linhibiteurdapoptoseApi5.
La protéine Api5 a été décrite comme étant surexprimée et associée à un mauvais
pronosticdansdenombreusespathologiescancéreuses.Plusrécemment,Api5aétéidentifiée
commeétantuninhibiteurdelavoieapoptotiqueinduiteparlefacteurdetranscriptionE2F1.
Acejour,aucunmécanismemoléculaireexpliquantlinteractionfonctionnelleentrecesdeux
protéinesnaétéproposé.
Danscecontexte,létudedelarelationfonctionnelleentreApi5,leshmwFGF2etE2F1
a été entreprise, afin didentifier un mécanisme moléculaire reliant ces trois facteurs
impliquésdans lesprocessustumoraux.
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1ERE PARTIE :
LINHIBITEURDAPOPTOSEAPI5
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I LINHIBITEURDAPOPTOSEAPI5
A GENERALITES
1. LegèneAPI5
Chez lHomme, le gène API5 est localisé sur le chromosome 11 (11p11.2) et est
constituéde 15 exons. SonexpressionconduitàlasynthèsedunARNprémessagerquipeut
subirplusieurs typesdépissagesalternatifs.Ilexisteégalementdanslegénomehumaindeux
pseudogènes,API5P1 etAPI5P2,localiséssurleschromosomesX(Xq24) (Gianfrancescoetal,
1999) et2(2q31.2)respectivement.
LADN complémentaire (ADNc) codantpour la protéineApi5 a été initialement isolé
par Tewarietal. en 1997, lorsduncriblevisant à identifierdes facteursde survieàpartir
dune banque dADNc murine (Tewari et al, 1997). Le produit fut appelé AAC11 (« Anti
Apoptotic Clone11 »). La protéine humaine homologue, identifiée à partir de la séquence
murine,présente98%didentité. Enparallèleàcetteétude,unprojetderechercheaétémené
dans mon équipe dans le but didentifier des partenaires dinteraction intracellulaires du
FGF2 paruncribledoublehybridechezlalevure.Apartirdececrible,ilsontalorsclonéun
ADNc humain de séquence (quasi) identique à celle de lADNc décrite par Tewari etal. La
protéineissuedecetADNc futappeléeFIF,pour« FGF2InteractingFactor » (VandenBerghe
etal,2000).Danslalittérature,onretrouvelestroisappellations : Api5,AAC11etFIF,bien
que lenomApi5(« Apoptosisinhibitor5 »)soitleplusutilisé.
Dansles travaux deTewari etal. etVanden Berghe etal., le profildexpressiondugène
API5 a été analysé par Northen blot dans de nombreux tissus murins et humains (cur,
placenta,cerveau,poumon,foie,musclessquelettiques,pancréas,rein,rateettesticules) età
différents stades de développement du rat (E15, E19 etD4 après naissance) (Tewari et al,
1997;VandenBergheetal,2000).LegèneAPI5 présente une expressionubiquitaire. Chez
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lHomme,lARNmessager (ARNm) dApi5apparaîtrelativementplusabondantdanslecur,
lepancréasetleplacenta.Chezlerat,letranscritdugèneAPI5 estautantexprimépendantle
développementftalquàunstadepostnatalprécoce.
Cesdeuxpremierstravauxontpermisdavoiruneappréciationdelaconservationdu
gène API5 dans différentes espèces (souris, rat, singe, taureau, homme). Depuis, dautres
étudeschezlamouche(Drosophilamelanogaster)etchezlaplante(Oryzasativa)ontpermis
de compléter ces données. Notamment dans le travail réalisé chez le riz, les auteurs ont
construitunarbrephylogénique(Figure 1) (Lietal,2011;Morrisetal,2006) où lonpeut
apprécierlaconservationdugèneAPI5 desprotistesauxanimaux.
Acejour,ilnapasétédécritdesouris« knockout » pour legène API5.
Figure1.ArbrephylogénétiquedelafamilledeprotéinesApi5.(daprès Lietal,2011)
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2. Laprotéine Api5
Il existe dans la cellule humaine plusieurs isoformes protéiques dApi5 issues
dépissagesalternatifs.Insilico,linformationrépertoriéedanslesbanquesdedonnéesreflète
un épissage alternatif complexedu transcrit du gènedApi5. Lenombre et la séquence des
différentes isoformessont parfoisdivergents etdecefait confus.Ilnestdoncpassurprenant
que cesdifférentesisoformesaient aléatoirement étéutiliséeslorsdesétudes.
A lorigine, trois isoformes de 510, 504 et 445 acides aminés (aa) avaient été
identifiées à partir dune banque dADNc de lymphocytes humains et des séquences EST
retrouvéesdanslesbanquesdedonnées (VandenBergheetal,2000).Acejour, surlesitede
laNCBI,deuxautresisoformesdApi5 (GeneID:8539)de524et331aa sontrépertoriées ; la
formede524aaétantconsidéréecommelisoformemajeure.
LecloneAAC11long murin, ainsiquesonhomologuehumain, identifiés parTewariet
al. correspondent àlaformede504aa. Danscetravail,lesauteursavaientinitialementmisen
évidenceunADNcmurincodant pouruneprotéinede230aa,appeléeAAC11short. Cestcette
protéinequiaété aucentredeleursanalyses.Lesauteursontdiscutéla possibilitéquecette
forme de 230aa soit une forme tronquée de AAC11long (504aa), un artefact apparu au
momentduclonage (Tewarietal,1997).Cettehypothèseauraitde grandesconséquencessur
leurétudepuisquedansleurstravaux cestlisoformeAAC11short,etnonpaslisoformeAAC
11long, qui se comporte comme un facteur de survie. Actuellement, lisoforme AAC11short
napparaîtplusdanslesbanquesdedonnées.Parlasuite,différentsgroupesonttravailléavec
desformesdApi5chezlHommeassimilablesàlaprotéine 524aa,alorsquelestravauxfaits
chezla Drosophileetle riz ontutilisédeshomologues dApi5 de536/537aa (Kimetal,2000;
Lietal,2011;Morrisetal,2006;Rigouetal,2009).

Dunefaçongénérale,cesontlesderniersexonsde lextrémité3delARNdApi5 qui
sont le siège des épissages alternatifs. Les différentes isoformes protéiques ont souvent la
mêmeextrémitéNterminaleetpossèdentgrandepartiedeleurséquenceencommun.Dans
le cas des formes de grande taille (504, 510 et 524aa chez lHomme), ces isoformes
comportent les mêmes domaines protéiques conservés. A ce jour, aucune différence
fonctionnellenaétédécritepourcestroisisoformes.
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La protéine Api5 apparaît être une protéine structuralement très conservée dans les
organismes étudiés. De lextrémité Nterminale à lextrémité Cterminale, la protéine Api5
contient (Figure2) :
 UnmotifLXXLL(L102 L106),oùLestuneleucineetXnimportequelacideaminé. Ce
motif est présent dans de nombreux facteurs de transcription et cofacteurs. Il est
associé à différents aspects de la régulation transcriptionnelle (positive et négative)
(Plevin et al, 2005). Plus particulièrement, il a été décrit comme étant impliqué dans
linteraction entre des coactivateurs transcriptionnels et les récepteurs nucléaires
(Heeryetal,1997).LemotifLXXLLsetrouveauseindelarégionFBR1(« FGF2Binding
Region1 »,résidus96à107),unedesdeuxrégionsnécessairesàlaliaisondirectedApi5
aveclesFGF2. Cependant,cemotifnestpasimpliquédanslinteractionApi5/FGF2 (Van
denBergheetal,2000).
 Deuxrégionsacides(résidus161à190et323à335).Chezlesfacteursdetranscription,
lesdomainesacidessontsouventassociésaveclafonctiontransactivatrice.Danslecas
dApi5, ilaété suggéréquecesrégions pourraient établirdes interactionsrégulatrices
auseindelaprotéine,notammentavecledomainedetransactivation (VandenBerghe
etal,2000).
 Un domaine de transactivation entre les deux régions acides (résidus 231 à 273). Ce
domaineaétémisenévidenceenutilisantdesconstructionsavecdesformestronquées
dApi5 (VandenBergheetal,2000).IlaétéobservéquelesprotéinesApi5tronquées,
dont lextrémité COOH est absente, sont capables dactiver lexpression du gène
rapporteurLacZ.Cependant,cettecapacitétransactivatricenest pasretrouvéeavecune
construction Api5 pleine taille. Ainsi, la région transactivatrice est probablement
masquée dans protéine pleine taille. Les auteurs ont émis lhypothèse quune
modification posttraductionnelle et/ou des changements de la conformation de la
protéine pouvaientexposeretactiverledomainedetransactivation.
 Troisdomainesleucinezippernoncanoniques,ouautrementdit,troisrégionsavecdes
répétitions dheptamères hydrophobes (259287, 263284 et 286313). Lun de ces
domaines contient ladeuxièmerégionnécessaireà linteractionavec leFGF2, appelée
FBR2(résidus274à311) (VandenBergheetal,2000).
 Undomaineleucinezippercanonique (résidus370à391).Lesdomainesleucinezipper,
pour « fermeture éclair à leucine », sont desmotifs structuraux tridimensionnels des
protéines. Ilsconsistenten larépétitiondeplusieursrésidus leucinesàdes intervalles
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dapproximativement7résidus,cequiformeunehélicealphaamphipathiquequiexpose
une face hydrophobe. Cesmotifs fonctionnent comme des domaines de dimérisation.
Linteractiondébuteparcontacthydrophobe, cequigénèredespontsentrelesleucines
des hélicesalpha dedeuxprotéines. Ces domaines sontfréquemment retrouvésausein
des domaines de liaison à lADN de différents facteurs de transcription, et sont ainsi
impliquésdanslarégulationdelexpressiondegènes. Danscecas,larégionhydrophobe
estrequisepourlaliaisonàlADN.
La dimérisation dApi5 a été démontrée par Rigou et al. Loligomérisation dApi5 fait
bienintervenirledomaineleucinezipperetsembleavoirunrôlefonctionnel (Rigouet
al,2009).
 UneNLS,pour« NuclearLocalisationSequence »,localiséeenCterminal (résidus454à
474). Cette séquence est similaire à celle retrouvée dans le suppresseur p53. Elle
confère une localisation nucléaire à Api5 (Van den Berghe et al, 2000). Certaines
isoformes dApi5, telle que la forme de 445aa (aussi appelée C1), nont plus cette
séquenceenraisondunépissagealternatifetsontalorscytoplasmiques.
Figure2.StructuresconservéesdelaprotéineApi5.
LaprotéineApi5possèdedanssaséquence :unmotifLXXLL(boîterayé),deuxdomainesdeliaison
auFGF2(FBR1/2),deuxrégionsacides(enjaune),undomainedetransactivation,troisdomaines
« leucinezipperlike »(LZ1,2et3enrouge),undomaineleucinezippercanonique(LZ4enrouge)et
uneNLS(engris).LaprotéineApi5peutêtrephosphorylée(P)etacétylée(A).Lestroisisoformesde
grandetaille(de524,510et504aa)partagentlesmêmesdomainesprotéiques.
Desanalyses récentesdespectrométriedemasseen hautdébitontpermisdidentifier
desmodificationsposttraductionnellesdApi5.
PlusieurstravauxmontrentquelaprotéineApi5peutêtrephosphoryléeauniveaudes
résidus tyrosine28et sérine464 (Gauci et al, 2009;Kimet al, 2005;Olsenet al, 2006). La
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phosphorylationputativedelasérine464,curieusementauseindelaNLS,estlaplusdécrite
etaétémiseenrelationavec larégulationdu cyclecellulaire.Eneffet, laséquenceentourant
cettesérine(SEDTTSGSPPKKSSA)laisseprévoirlareconnaissanceetlaphosphorylationpar
la kinase CK1(S/TXXXS) ainsiquepar leskinases Cdk1,Cdk2etCdk5 (S/TPXK/R). Ces
kinases sont impliquées dans la signalisation et le contrôle de la progression du cycle
cellulaire. Leur activité est transitoire car régulée temporellement, en fonctiondu stade du
cyclecellulaire.Ceci laissesupposer lemêmetypederégulationpour laphosphorylationdu
résidu S464dApi5.
LaprotéineApi5aétéidentifiécommeunecible spécifiquedelafamilledeskinasesPim
(Pengetal,2007).LeskinasesPim,quisontconsidéréescommedesprotooncogènes,ontété
impliquéesdanslasignalisationdelaprolifération,lasurvieetladifférenciationcellulaire.
Enfin, une étude de 2009 prédit une acétylation dApi5 au niveau de la lysine251
(Choudharyetal,2009).Lenzymeresponsabledecettemodificationnapasétéidentifiée.
Cesmodifications posttraductionnelles ont été répertoriées dans la base de données
PHOSIDA.Onpeuty visualiserlimportanteconservation de laséquence dApi5auniveaudes
résidusmodifiés, dansdifférentesespèces.
Le nombre de publications cherchant à établir la fonction et les mécanismes
moléculaire associés à la protéine Api5 est faible. Dans les chapitres qui suivent, je ferai
intentionnellement le détail des sept publications que je considère essentielles à la
contextualisation de la fonction dApi5, ainsi quà la compréhension des démarches et des
hypothèsesquejaiadoptées lorsdemestravauxderecherche.Dansunedernièrepartie, je
ferailasynthèsedustatutdApi5dansdifférentespathologiescancéreuses.
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B API5, FACTEURDESURVIE
1. MiseenévidencedApi5entantquefacteurdesurvie
En 1997, Tewari et al. ont publié le résultat dun crible fonctionnel cherchant à
identifierdenouveauxgènescodantpourdesfacteursdesurvie (Tewarietal,1997).Ilsont
travaillédansdescellulesmurinesBALB/3T3,avecunebanquedADNcmurine.Cecriblea
permisdemettreenévidenceunADNcmurinde1023pairesdebases(pb)quicode pourune
protéine de 230aa, appelé AAC11short. En utilisant une partie de la séquence AAC11short
commesondepourcriblerleurbanquemurine,ilsontisoléundeuxièmeADNc deplusgrande
taille, AAC11long,quicodepouruneprotéinede504aa. Cetteprotéinepossède unhomologue
humaindemêmetaille quiprésente98%didentité.
Defaçonintéressante,alorsque95%des cellulesBALB/3T3 contrôle meurentaubout
de1012joursdeprivationen sérum,40%descellules transfectéesavecAAC11short résistent
jusquà 1530 jours dans les mêmes conditions. Certaines cellules transfectées avec AAC
11short sont viablesjusquà4moisenabsencedesérumetsont mêmecapablesdeproliférer
jusquàconfluenceaprèsadditiondesérum. Cettepropriétéestaboliequandlemotifleucine
zipperestmuté,cequidémontreunrôleessentiel decemotifdanslactivitébiologiquedela
protéine.
De façon contrastée, dans cette même expérience, les cellules transfectées avec
AAC11long ontunemortalitédeux fois supérieureaux cellules contrôle (100%demortalité
après4 jours sanssérum).LecloneAAC11long contient274aa additionnelles enNterminal
par rapportàAAC11short. Lesdeux formespossèdent ledomaine leucinezipper, cependant
seule lapetite isoformesembleagir commeun facteurde survie.Lesauteursproposentun
rôle proapoptotique pour AAC11long, dont lactivité serait régulée par AAC11short à la
manièredundominantnégatif.
Par ailleurs, comme jai déjà commenté, il a été envisagé que cette forme de 230aa,
AAC11short, soituneformetronquéedeAAC11long (504aa),unartefactapparu aumomentdu
clonage.Cettehypothèseauraitdegrandesconséquencessurleurétude, puisquedansleurs
travaux, seule lisoformeAAC11short se comporte commeun facteur de survie. Lamalgame
entre AAC11short et AAC11long est récurrent dans la bibliographie. Les propriétés anti
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apoptotiquesdeAAC11short enabsencedesérum sont fréquemment attribuées àtortàAAC
11long.
Suiteàcetravail,uneétudecherchantàidentifierdesgènesassociésaucancerducol
de lutérushumainamisévidenceenuneexpressiondifférentielledApi5 (Kimetal,2000).
LARNm dApi5 (dans le temps assimilé comme AAC11 de Tewari et al., et associé à une
fonction de facteur de survie) se retrouve exprimé dans les métastases des ganglions
lymphatiquesetdansleslignéescellulaireducancer ducoldelutérus ;alorsquilestabsent
dansles tissussains etdanslestumeursprimairesdecancercervical.
Les auteurs ont cloné lisoformehumaine de 524aadApi5. Ils ont établi des lignées
stablesCUMC6de cancerdu colde lutérus surexprimant cette isoforme.La surexpression
dApi5 confèreauxcellulesune plusgrandecapacitédinvasion etdadhésion(deuxfoisplus
quelescellulescontrôle).Cettecapacitésemblemettreenjeulactivationdelexpressiondes
métalloprotéasesMMP2etMT1MMP,retrouvéessurexpriméesdanslestumeursinvasives.
Deplus, lasurexpressiondApi5 inhibe lexpressiondeTIMP1,uneprotéine inhibitricedes
métalloprotéases, considéréecommeunsuppresseurdetumeurs. Dansunmilieudeculture
sanssérum, les cellulesCUMC6surexprimantApi5surviventdeux foisplus longtemps que
les cellules contrôle (8 semaines vs. 4 semaines). Ce résultat semble en contradiction avec
celuideTewarietal.Cependant,ladifférencederésultatobtenu pourrait êtreexpliquée parle
modèle cellulaireutilisémaisaussiparlisoformedApi5utilisée(isoformede524aahumaine
pourKimetal.etisoformede504aamurinepourTewarietal.).
2. Api5 danslasignalisationdu FGF2etdeERa
Le FGF2 (« Fibroblast Growth Factor 2 ») fait partie dune famille de facteurs de
croissancequiagissentsurungrandnombredetypescellulairesenstimulantlaprolifération
et en induisant des changementsmorphologiques et la différenciation. Plus précisément, le
FGF2estimpliquédansdesprocessusdéveloppementaux,lacicatrisation,langiogenèse,mais
aussidanslatumorigènese.ChezlHomme,cinqisoformesde18,22,22.5,24et34kDasont
synthétisées à partir dunmême ARNm, selon lutilisation alternative de différents codons
dinitiation delatraduction (CohenJonathanetal,1997).Cesisoformesdiffèrentuniquement
par leur extrémité Nterminale. La petite isoforme de 18kDa se localise au niveau du
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cytoplasmeetdelamatriceextracellulaire,alorsquelextensionaminoterminaleconfèreune
localisationnucléaireauxquatreisoformesdehautpoidsmoléculaire(hmwFGF2,pour« High
MolecularWeight FGF2 »).
LeshmwFGF2sontimpliquéesdanslaproliférationcellulaireetdanslatumorigenèse.
La plus grande forme de 34kDa a été caractérisée comme étant facteur de survie. Elle est
exprimée essentiellement dans des lignées cancéreuses humaines et induit une grande
capacitédesurviecellulaireauxcellulesNIH3T3enmilieusanssérum (Arnaudetal,1999).
Lasurexpressiondesautresformes dehautpoidsmoléculaire conduitàl'immortalisationdes
cellules endothéliales d'aorte bovine ainsi quà une radiorésistance accrue des cellules
transformées (CohenJonathan etal,1997).Lasurexpressionde la formede24kDadans les
cellulesdecarcinomedevessiederatNBTIIinduitleur disséminationmétastatique.Deplus,
linjection intraveineuse de cellules exprimant la forme de 24kDa induit la formation de
métastasesimportantesauniveaudespoumonsdesourisnude (OkadaBanetal,1999).Enfin,
lacoexpressiondesdifférentesformesdeFGF2provoquele développementdetumeurschez
la souris (Coudercetal,1991).
Lesmécanismesmoléculaires par lesquels les FGF2 endogènes exercent leurs effets
intracellulairesrestentmalcompris. Desdonnéespréliminairesmontrentque leshmwFGF2
sont associées à des complexes protéiques dans le noyau. Selon le rationnel que les
partenairesdinteractiondoiventrefléter lesactivitésbiologiquesintracrinesdeshmwFGF2,
monéquipearéaliséuncribledoublehybridedanslalevure,utilisantleFGF2commeappât,
afin didentifier des partenaires dinteraction. Ils ont alors identifié la protéine FIF, pour
« FGF2InteractingFactor »,maintenantconnuesousnomdApi5(VandenBergheetal,2000).
Ce travail a permis de montrer quApi5 interagit directement et spécifiquement avec les
isoformesdehautspoidsmoléculaireduFGF2. Cetteinteractionestdépendantededeux sites
deliaison,FBR1etFBR2,auniveaude laprotéineApi5. Parailleurs,cetteétudeapermisde
cartographier la séquence nucléotidique et protéique dApi5 et détudier son profil
dexpression (donnéesutiliséesdansleschapitresprécédents). Lesauteursontenvisagé une
homodimérisation fonctionnelle dApi5 quiexposeraitundomainedetransactivation,masqué
danslemonomère.Defaçonsimilaire, lassociationdApi5aveclesFGF2nucléaires pourrait
provoquerunchangementdeconformationdApi5etrendreledimèreactif.
Uneétudepostérieureencollaborationavecmonéquipeadémontré limplicationdes
hmwFGF2etApi5danslavoiedesignalisationdesstrogènes (GarmySusinietal,2004).
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Lesstrogènes ont été décrits comme stimulant lactivité angiogénique ainsi que la
migrationetlaprolifération descellulesendothéliales.Leffetangiogénique deceshormones
passe par la signalisation du récepteur aux strogènes alpha (ERa), récepteur nucléire
responsbledelctivtiontrnscriptionnelledungrndnombredegènes.
LutilistiondesourisinvlidéespourlegèneduFGF2permitdemontrerqueles FGF2
endogènessont essentielsux effets desstrogènes sur l migrtionet l prolifértion des
cellules endothéliles. Ces effets ne sont ps dépendnts de lisoforme du FGF2 de 18kD,
mis semblent être contrôlés pr les hmwFGF2. De plus, les uteurs ont observé que les
strogènes ffectentlbondncedesrécepteursuxFGFs,desisoformesduFGF2etdefçon
très intéressnte, celle dApi5. LARNm et l protéine Api5 sccumulent sous leffet des
strogènes. L suppression prtielle dApi5, en utilisnt des siARNs, ttenue les effets des
strogènes sur l migrtion des cellules endothéliles FGF2+/+ et bolit complètement les
effets des strogènes u nievu des cellules lmwFGF2/ (cestàdire, nexprimnt que les
hmwFGF2).Lmigrtiondescellulesendothélilessousleffetdesstrogènes pssedoncpr
leshmwFGF2 etApi5.
LétudedurôledApi5dns l signlistiondesstrogènes pssntpr le récepteur
ERa constitue le projet de recherche du Dr. Céline Bsset, médecin ntomopthologiste
rélisntsthèseuseindeléquipe.Desrésulttsencourgentsontétésobtenus.Api5est
fonctionnellement impliquée dns les ctivités biologiques du récepteur ERa et dns l
régultion trnscriptionnelle de ses gènes cibles. Les deux protéines intergissent
directementetsont cpblesderégulerréciproquementleurexpression.
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C API5 ET APOPTOSE
1. Api5,régulteurpositifdelmortprogrmméedelcellulechez Oryza
sativa
Uneétudechinoisetrèsrécente,yntidentifié lhomologuedApi5chezle riz (Oryza
sativa), ccorde à Os Api5 un rôle de régulteur trnscriptionnel du processus de
dégénérescencenécessireàlformtiondesgmètesmâles (Lietl,2011).
Letpetumestletissunourricierdnslproidesnthèrespermettntlmturtion
des grins de pollen. L dégénérescence contrôlée du tpetum est essentielle pour le
développementdesgmétophytesmâles. Elleestssimiléeàunprocessusdemortcellulire
progrmmée.Desdéfuts dnsldégénérescencecontrôléedutpetumentrînentlstérilité
mâle desplntes.
Enrélisntuncriblegénétiqueàlrecherchedegènesnécessiresàlformtiondes
gmétophytes mâles, Os Api5  été identifié comme étnt un régulteur positif de l
dégénérescencedutpetum.LecontrôledeceprocessusdéveloppementlprOsApi5sefit
u niveu trnscriptionnel. L protéine Os Api5 intergit directement vec deux ARN
hélicses ATPdépendntes de l fmille « DEADbox », AIP1 et AIP2 (« Api5Interacting
Protein »). L fmille de protéines « DEADbox » est impliquée dns les processus
métboliques des ARN (mturtion des ARNr, ssemblge des ribosomes,
trnscription/épissge/trnsport desARNm).LecomplexeOsApi5AIP1/2estcpbledese
fixer u niveu du promoteur du gèneCP1, effecteur de lmort cellulire progrmmée, et
contrôler insi son expression. L liison du complexe Os Api5AIP1/2 u niveu du
promoteur de CP1 stimule s trnscription, ce qui conduit à linitition du processus de
dégénérescencedutpetum.
Les uteurs discutent le fit que leur étude démontre quOsApi 5 est un régulteur
positif de l mort cellulire progrmmée ; lors que les trvux chez lHomme, montrent
quApi5 unrôle inverse,entntquefcteurdesurvieetinhibiteurdelpoptose.Conscients
decerôleopposé,ilsconcluentquelfonctiondApi5dnslmortprogrmméedelcellule
est lrgement conservée u cours de lévolution, mlgré les vritions dns son ctivité
ctivtrice/inhibitricedelpoptose.
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2. Identifiction fonctionnelle dApi5 comme suppresseur de lpoptose
induiteprE2F1chezlDrosophile
Les fcteurs de trnscription de l fmille E2F (« E2promoterbinding factor ») sont
desrégulteursimportntsdelprogressionducyclecellulire.Ilssontlesciblesmjeuresde
l fmille de l protéine du rétinoblstome (pRb), suppresseurs de tumeurs. L voie de
signlistion de pRb est fonctionnellement inctivée dns l qusitotlité des cellules
tumorles. Cette dérégultion provoque des nomlies dns lexpression et lctivité des
fcteursE2Fs,provoquntuneprolifértioncellulireincontrôlée.
En ddition à leur cpcité à réguler le cycle cellulire, il estmintennt connu que
lctivtion trnscriptionnelle du moins un des membres de l fmille, E2F1, peut ussi
induireefficcement lpoptose.LctivitépoptotiquedE2F1limite lesconséquencesdune
ctivité dérégulée des E2Fs u niveu des tissus. Cependnt, le processus tumorigène
sélectionnenonseulementdesmuttionsde lvoiedesignlistiondepRb,misussides
muttionsquisupprimentlctivitépoptotiquedE2F1.
DnslebutdidentifierdesgènesdontleproduitmodifielctivitépoptotiquedE2F1,
legroupe de Morrisetal.misenplceuncriblegénétique invivo,enutilisntlDrosophile
commesystèmemodèle (Morrisetl,2006).
En effet, limportncede l voieE2F1/Rbest soulignéepr s conservtiondns les
espècesucoursde lévolution.LDrosophilepossède uneversion« simplifiée » de lvoie
E2F/Rb, ce qui fit delle un modèle expérimentl intéressnt. Chez l Drosophile, l
régultion trnscriptionnellepr lesE2Fsestsimplifiée du fitquelle nepossèdequedeux
gènese2f, codntpourun fcteurdE2F1ctivteuretun fcteurdE2F2répresseur (Figure
3). Deux protéines homologues à pRb humin, RBF1 et RBF2 régulent lctivité des deux
fcteursdE2Fs.

Dnsunpremiertemps,lecriblegénétiquedecetrvilconsistéàgénérerdelignées
trnsgéniques de Drosophiles, où une surexpression tissudépendnte de dE2F1 provoque
desphénotypesvisiblesetmesurbles.Lechoixsestportésurune lignéedeDrosophileoù
dE2F1 est sous le contrôle du promoteur Actin 88F, spécifiquement ctif pendnt le
développementdelmouche.Cesmouchestrnsgéniquesprésententdesdéfutsvisiblesu
niveu des iles, insi que dutres phénotypes. Ces phénotypes sont dus à une poptose
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importnteetectopiqueinduiteprdE2F1.Ils peuventêtrecompenséspr lcoexpression
deRBF1.
Figure3.LavoieE2F/RBchezlesdrosophiles.
LavoieE2F/RBestconservéechezlaDrosophile,maiscontientmoinsde
membres que la voie E2F/RB chez les mammifères. Le modèle
dinteractionest similaireentre lesdeuxgroupes :RBF1est capablede
lier lesdeuxdE2Fs, lactivateuret le répresseur ; alorsqueRBF2ne lie
queledE2Frépresseur. (daprèsDimova&Dyson,2005)
L deuxième prtie du crible  consisté en linsertion létoire dun élément
trnsposblePdns le génome desmouches« Actin88F/dE2f1 ». Linsertiondu trnsposon
peut engendrer des muttions qui modifient le phénotype des iles des mouches « Actin
88F/dE2f1 », cestàdirequimodifient lpoptose induiteprdE2F1. Cestinsi que legène
API5  été identifié chez l Drosophile. Linvlidtion de dAPI5 dns les mouches « Actin
88F/dE2f1 » ccroit lephénotypeinduitprdE2F1,provoquntdesdéfutsmssifsdnsles
iles.
Afin de confirmer ces résultts in vitro, les uteurs ont dbord trvillé dns une
lignéecelluliredeDrosophile.Ilsontmontréquelpoptoseinduiteprlsurexpressionde
dE2F1 étit ugmentée pr linhibition de lexpression de dApi5, de fçon comprble à
linhibition de dRBF1 dns ce même contexte. De plus, linhibition de dApi5 n ucune
conséquence sur lctivtion trncriptionnelledupromoteurdePCNA, cible connuedE2F1.
LesuteursémettentlhypothèsequelinterctionfonctionnelleentreApi5etE2F1sefiten
vl de lctivité trnscriptionnelle dE2F1. Cependnt, ils soulignent l nécessité de tester
dutresciblespromotricespourconclure.
Cesobservtionsontétééglementconfirméesdnsdeslignéescellulireshumines,
cequipermet demontrer lconservtion de linterctionfonctionnelleentreE2F1etApi5 u
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cours de lévolution. Ils ont choisi de trviller sur les cellules Sos2,modèle cellulire où
pRbetp53sontdélétés(lctivitéE2F1nestdoncpsréguléeetlpoptosednscescellules
ne peut être induite que pr E2F1). Dns ce modèle cellulire, lpoptose induite pr l
surexpressiondE2F1est fortementdiminuée qundApi5estcosurexprimé.Linhibitionde
lpoptoseprApi5nucuneconséquencesurlinductionde lexpressionde p14ARF etdel
CyclineE, cibles trnscriptionnellesdE2F1.Ce résulttdémontreànouveuque lpoptose
prApi5sefitenvldelctivtiontrnscriptionnelleprE2F1.
Enfin, les uteurs testent l cpcité dApi5 à protéger les cellules dune poptose
induiteprdes tritements chimiques (cmptothécine, vinblstine, sturosporine, roténone
ou fcteur de nécrose tumorle  TNFa) ou pr l surexpression de p53 et p73. De fçon
surprennte,dnscescontextes propoptotiques, lctivitédApi5nestpssuffisntepour
bloquerlpoptose.CerésulttsoulignelspécificitédelctivitédApi5dnslsuppression
delpoptoseinduiteprlsurexpressiondE2F1.
Ce trvil,élégmmentréliséprMorrisetal., està lbsedeshypothèsesdemon
projet de recherche. Ji cherché à étblir les mécnismes moléculires pr lesquels Api5
pourritcontrôlerlctivitéprdoxledufcteurE2F1, univeudesdoublefonctionpro
mitotique et propoptotique. En prllèle, ji voulu étudier le rôle de linterction directe
Api5/hmwFGF2, dnsreltionfonctionnelleentreApi5etE2F1.
L synthèse des informtions bibliogrphiques concernnt l fmille E2F et leurs
fonctions biologiques, insi que le rôle dE2F1 dns le contrôle du cycle cellulire et dns
linductiondelpoptose,serpprofondie dnslsuite delintroduction.
3. Api5 régule l frgmenttionde lADNen intergissntet en inhibnt
Acinusdnslcellulehumine
LegroupeRigouetal.poursuivi létudede l fonctionntipoptotiquedApi5dns
lescelluleshumines (Rigouetl,2009).ContrirementàMorrisetal.,ils onttrvillésurun
modèlecellulireyntunsttutp53etpRbsuvge, lesU2OS.Dnscecontextecellulire,
linhibition dApi5 sensibilise les cellules à lpoptose en réponse à des tritements
génotoxiquespr létoposideetlcmptothécine,mis psàdestritementsprlcispltine,
le pclitxel et le 5fluorourcile. Cette sensibilistion à lpoptose sccompgne dune
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ugmenttiondelctivitédescspseseffectrices7/3.Lpprocheinverse :lsurexpression
dApi5,protège les cellules de lpoptoseen réponseàdes tritementspr létoposideet l
cmptothécine. Cependnt, dns ce cs, on nobserve ps de diminution significtive de
lctivité des cspses effectrices7/3. Ces résultts vont dns le sens de différents trvux
publiés qui ssocient une forte expression dApi5 à l résistnce à l chimiothérpie et à
lexpositionuxUV.
Dns ce trvil, l rélistion dun crible double hybride chez l levure  permis
didentifier un nouveu prtenire dApi5 : Acinus, qui peut être considéré comme un
effecteur en vl de l cscde de signlistion poptotique. Au lbortoire, vnt mon
rrivée,unetellepprochenvitpspermisdidentifiercefcteur.
Au niveu moléculire, l signlistion et le déclenchement de lpoptose induisent
lctivtiondescspses,unefmilledeprotésesàcystéine.Lescspsessontdesmessgers
et des effecteurs de lpoptose. Le clivge de cibles spécifiques pr les cspses ctivées
conduit à l morphologie crctéristique et à lpprition de mrqueurs biochimiques
spécifiques de l mort cellulire pr poptose (rétrécissement de l cellule et du noyu,
clivge de l'ADN u niveu des régions internucléosomles, grégtion de l chromtine,
formtion de corps poptotiques). Dns un contexte poptotique, Acinus est clivé pr les
cspsesctivées.LformeclivéerésultnteestcpbledinduirelfrgmenttiondelADN.
Lcrctéristiondelssocition entreApi5etAcinuspermisdemontrerquecette
interction étit directe. Elle fit intervenir l région 840918 de l protéine Acinus et le
domine leucine zipper dApi5. Des expériences du pulldown ont démontré que l région
leucinezipperdApi5 est nonseulementnécessiremisussisuffisnteàlinterctionvec
Acinus.Deplus, prcettepproche, lesuteursdémontrentque lrégionleucinezipperest
bienresponsble de loligoméristiondApi5.
Fonctionnellement,linterctiondApi5vecAcinusempêcheleclivgedAcinusprles
cspses in vivo et in vitro. En conséquence, linterction dApi5 vec Acinus inhibe l
frgmenttion de lADN provoquée pr l forme clivée dAcinus. En revnche, une forme
ponctuellementmutéeuniveududomineleucinezipperdApi5estincpbledinduireces
effets.
De fçon très intéressnte, le groupe Rigou et al.  conçu et produit un peptide
perméblechevuchnt ledomine leucinezipper (LZ) dApi5,en fusionvecuneNLS.Des
essisdimmunoprécipittionenprésencedecepeptide(etdunmutntponctueldeceluici)
ontpermisdedémontrerlefficcitédecepeptidednslcompétitiondelinterctionLZLZ
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desprotéinesApi5.Deplus,cepeptideestcpble de romprelinterctiondApi5vecAcinus.
Enfin,lfrgmenttiondelADNsuiteàlexposition descellulesà desgentspoptotiquesest
nettement ugmentée lorsque les cellules ont été préincubées vec le peptide LZ suvge.
Lincubtiondes cellules vec le peptidemimnt le LZdApi5durnt 20heuresn ucune
conséquence sur l vibilité cellulire. Pr contre, lincubtion des cellules en présence du
peptideLZexcerbelpoptoseenbsencedesérumousuiteàuntritementgénotoxiqueetà
lsurexpressiondE2F1.Cesrésulttsfontconclureux uteurssurlcpcitédupeptideLZ
àsensibiliserlescellulescncéreusesux tritementsgénotoxiquesetmettentenévidence l
possiblepplictionthérpeutique decettepproche (Faye&Poyet,2010).

D API5 DANSLECANCER
Lesdonnéesconcernant lexpressiondApi5dans lescancershumainscommencentà
saccumuleràpartirdela publicationcroissantedétudesindépendantes.Lidéegénérale, qui
émanedecestravaux,estquApi5seretrouve fréquemment surexprimédanslespathologies
cancéreuses et les lignées tumorales. Cette expression dérégulée est en accord avec sa
fonctiondinhibiteurdapoptose.Deplus,danscertainscas, sonexpressionestcorréléeavec
ledegrédinvasionetdagressivitédestumeurs.
Lorsde ladécouverteetde lacaractérisationdApi5, ilaétéobservé que laprotéine
Api5est expriméedefaçonimportantedansdifférenteslignéestumorales (VandenBergheet
al,2000).Dautrestravauxpostérieursontconfirmé quApi5estsurexprimédansleslignées
humaines tumoralesparrapportàdes lignéesnontumorales (Kimetal,2000;Morrisetal,
2006).Plusprécisément,untravailportantsurlecancer ducoldel'utérus humainamontré
quApi5 est surexprimé dans les métastases ganglionnaires et dans les lignées cellulaires
cancéreuses (par rapport aux tissus sains et à des tumeurs primaires). La surexpression
dApi5dansles métastasesganglionnaires induituneaugmentationdupotentielinvasif,dela
proliférationetdelarésistanceàl'apoptose (Kimetal,2000).
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Parailleurs,destravauxréalisésàpartirdunecohortedetumeursdupoumon nonà
petites cellules a mis en évidence dans un sousgroupe de patients, une corrélation entre
lexpressionsoutenuedApi5et unefaiblesurvie (Sasakietal,2001).Danscetypedecancer,
lexpression dApi5 est significativement détectée dans les carcinomes de cellules
squameuses, mais rare dans les adénocarcinomes. Cependant, les auteurs proposent
lutilisation dApi5 comme marqueur de pronostic des cancers du poumon non à petites
cellules.
Dans ce sens, le couple hmwFGF2/Api5 a une accumulation intranucléaire corrélée
positivementaveclegradede leucémiesdelymphocytesB (Krejcietal,2007).

Enfin, lexpression dérégulée dApi5 a été détectée dans des études plus générales
portantsurdifférentespathologiestumorales.
Dansuneétudefaitesur112tumeursprimairesestrogénodépendantes dusein, Api5
seretrouve surexprimée dans lestumeursrésistantesauxtraitementpar le tamoxifène,par
rapport aux tumeurs qui répondent positivement au traitement (Jansen et al, 2005). Ce
résultatestenaccordavecle rôledefacteurdesurvie associéàApi5.
CesrésultatsvontdanslesensduneétudeoùApi5protègedesculturesprimairesde
cellulesdufoiedelapoptoseinduiteparlesUV (Wangetal,2008).Anouveau,lespropriétés
antiapoptotiquesdApi5sontsoulignées.
De façon semblable, une étude avec des puces à ADN sur une lignée de leucémie
myéloïde chronique, K562, a montré quen réponse à une chimiothérapie combinée et
efficace,lexpressiondApi5 setrouvedownrégulée (Bianchinietal,2007).Ladiminutionde
lexpression dApi5 serait donc associée à une bonne réponse au traitement de
chimiothérapie.
Une deuxième étude avec des puces à ADN à partir de 21 lignées malignes de
mélanome humain a permis de créer deux sousgroupes en fonction de lexpression dun
panelimportant degènes :lasurexpressiondApi5setrouveassociéeavecundessoustypes
demélanome identifiés (Suetal,2009).
Finalement,untravailallemandcherchantà identifierdesamplificationsgénomiques
de nouveaux oncogènes à partir dune famille de patients atteints du Syndrome de Li
Fraumeni(mutationgerminaledugèneTP53)amisenévidencelamplificationdugèneAPI5
dans unmédulloblastome (Rieber et al, 2009). Des amplifications de la région génomique
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contenantAPI5 ont également été détectées dans des gliomes et dans des tumeurs du sein
(Arnaud et al, 1999; Forozan et al, 1999; Janka et al, 1996). Ce type de mutation
chromosomiqueestassociéauxgènesfonctionnantcommedesoncogènes.
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2EME PARTIE :
LEFACTEURDETRANSCRIPTIONE2F1
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II LEFACTEURDETRANSCRIPTIONE2F1,
PROTEINECLEDUDEVENIRDELA CELLULE
A GENERALITES
LefacteurE2F1fut identifié en1992partroisgroupesindépendants par sacapacitéà
interagir directement avec le suppresseur de tumeurs pRb (Helin et al, 1992; Kaelin et al,
1992;Shanetal,1992).ChezlHomme,legènee2f1 estsituésurlebraslongduchromosome
20(20q11.2)etcontient7exons.Ilcodepouruneprotéinenucléairede437acidesaminés,
dontlepoidsmoléculaireestde50kDa. Depuis,dautresmembresdelafamilleE2Fontété
identifiéschez leseucaryotesenraisonde leurhomologieavec lemembreoriginelE2F1ou
parleurassociationàdesprotéinesapparentéesàpRb.
A lorigine, « E2 Factor » est le nom qui avait été donné à un facteur cellulaire
nécessaireà latransactivationdupromoteurdugèneprécoceadénoviral E2 par les protéines
adénovirales E1A (Kovesdi et al, 1986). Des travaux postérieurs ont mis en évidence des
éléments de réponse E2F, similaires à ceux trouvés dans le promoteur E2, au niveau de
promoteursdegènes ducyclecellulaire :Myc etDHFR(« DihydrofolateReductase ») (Blake&
Azizkhan,1989;Thalmeieretal,1989).Cependant, létudedesfacteursE2Fsnaétéamenée
aupremierplande la recherche sur le cancerque suite à la découvertede son association
physique avec la protéine du rétinoblastome pRb (Chellappan et al, 1991; Goodrich et al,
1991).
LaprotéinepRbappartientàlafamilledes« pocket proteins »,aussiappeléefamillede
laprotéinedurétinoblastome,qui comptedeuxautresmembresp107etp130.Laprotéine
pRb, de 100kDa, est codée par le gène RB1 (pour « Retinoblastoma 1 »), localisé sur le
chromosome13(13q14.2).Laprotéinep107estissuedu gèneRBL1 (pour« Retinoblastoma
Like1 »), qui se situe dans le chromosome 20 (20q11.23) et code deux isoformes de taille
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similaire,denviron120kDa.Enfin, laprotéine p130,de130kDa, estcodéepar legène RBL2
(pour « Retinoblastoma Like 2 »), qui se localise sur le chromosome 16 (16q12.2). Les
protéinespRbfonctionnentcommedes grands répresseursdelatranscription, ensassociant
et inhibantdesfacteursdetranscription etenrecrutantdescomplexesderemodelagedela
chromatine. Ce sont des régulateurs clés de lentrée dans le cycle cellulaire et sont donc
considérés pourcela commedimportantsgènessuppresseursdetumeurs.
Ladécouvertedelinteractionentrelesuppresseurdetumeur pRbetlefacteurE2Fa
permis détablirunpremiermodèlepourlecontrôledelaproliférationcellulaire (Chellappan
etal,1991;Goodrichetal,1991).Enabsencedesignauxmitogènes, laprotéinepRb inhibe
lactivitétransactivatricedeE2F etverrouillelentréedelacelluledanslecycle.
Des mutations « perte de fonction » du gène suppresseur de tumeurs pRb, ou des
composants de la voie régulant pRb, ont été identifiées dans la quasitotalité des cancers
humains. Ces mutations entrainent une expression dérégulée et une hyperactivité des
facteurs de transcription E2Fs, ce qui conduit à une prolifération cellulaire incontrôlée.
Cependant, le rôle des facteurs E2Fs dans le devenir de la cellule nest pas restreint au
déclenchement du cycle cellulaire. Il est aujourdhui admis que la famille E2F (et
particulièrement E2F1) peut aussi induire efficacement lapoptose, faisant partie dun
mécanisme de protection antitumorigène critique pour lhoméostasie et lintégrité de
lorganisme (Chenetal,2009;Engelmann&Putzer,2010).

LimportancedelavoieE2F/Rbestsoulignéeparsaconservationdanslesespècesau
coursdelévolution.Eneffet,deshomologuesdeE2FetpRbontétédécritschezlalevure,la
mouche, le ver, les grenouilles et chez certaines espèces de plantes (Ceol &Horvitz, 2001;
Costanzo et al, 2004; Dynlacht et al, 1994; RamirezParra et al, 1999; Suzuki & Hemmati
Brivanlou,2000).Cesorganismesconstituent desmodèlessimplifiésde lavoieE2F/Rb.Les
études menées chez la Drosophile et chez C. Elegans ont beaucoup apporté quant à la
compréhension de la fonction des gènes cibles, de linteraction génétique avec dautres
composants et du mode dintégration des différentes fonctions biologiques régulées
transcriptionnellementparlesfacteursE2Fs.
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B LAFAMILLEE2F CHEZLESEUCARYOTESSUPERIEURS
Chezlesmammifères,lafamilleE2Fcomprendhuit gènes(e2f1à e2f8),quiexpriment
neuf protéinesE2F différentes (Figure 4).Legènee2f3 codepourdeux protéines,E2F3aet
E2F3b, selonlutilisationdedeuxpromoteursalternatifs (Heetal,2000;Leoneetal,2000).
Le point de plus forte similarité entre les différents E2F se situe au niveau de leur
domainede liaisonà lADN,cequiestenaccordavec le faitquechaqueE2Festcapablede
reconnaître lamêmeséquenceconsensus.LactivitédesdifférentsE2Fsemblesexercersur
différents ensembles de gènes. Toutefois, de nombreuses données montrent que ces
ensembles degènes se chevauchent. La spécificité dundesmembresE2Fpar rapport àun
gène donné peut être dictée par la séquence ADN environnant le consensus et par
linteraction avec dautres facteurs de transcription fixés au niveau déléments régulateurs
proches (DeGregori&Johnson,2006).

LesmembresdelafamilleE2Fsonttraditionnellementclassésdanstroissousfamilles
surlabasedeleuractivitétranscriptionnelle,leurstructureetleurinteractionaveclafamille
desprotéinespRb.Cetteclassificationrécurrentedanslalittératurevaêtredétailléedansles
parties qui suivent (pour revue : Chen et al, 2009; DeGregori & Johnson, 2006; Dimova &
Dyson,2005) ;bienquunnombregrandissantde données montre quecetteclassificationest
réductrice etquelarégulationtranscriptionnelleparcertainsE2Festpluscomplexe.
1. LesE2Fsactivateurs
Defaçongénérale,E2F1,E2F2etE2F3asontconsidéréscommefaisantpartiedusous
groupedesE2Fs« activateurs »,leurfonctionétantprincipalementassociéeàlactivationde
latranscriptiondeleursgènescibles.
Les gènes e2f1, e2f2 et e2f3 sont situés respectivement dans les chromosomes 20
(20q11.2),1(1p36.12)et6(6p22.3)etilscodentpourtroisprotéinesnucléairesdunpoids
moléculairedenviron4550kDa.Leurexpressionestréguléeaucoursducyclecellulaire : un
pic dexpression est observé en fin de phase G1 et en début de phase S après stimulation
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mitogène.CepicestsuividunefortedécroissanceenfindephaseS,principalementdue1)à
lapertede lastimulationtranscriptionnellesur leurs gènes ; 2)etàdesmodificationspost
traductionnelles des facteurs, imposées par le complexe E3ubiquitine ligase SKP2, qui les
adressent auprotéasome (Martietal,1999) (Figure 5).

Figure4. Lafamille defacteursdetranscriptionE2F chezleseucaryotessupérieurs.
LafamilledefacteursdetranscriptionE2FestdéfinieparledomainedeliaisonàlADNconservé(DBD,
en rouge). La famille est traditionnellement divisée en E2Fs activateurs (E2F13a), E2Fs répresseurs
(E2F3b5)etE2Fsatypiques(E2F68).LaplupartdesmembresdelafamilleE2F(E2F16)selieàlADN
sous forme dhétérodimère en association avec une des trois protéines DP. Lhétérodimérisation fait
intervenirlesdomainesleucinezipper(LZ, en grisfoncé) et« MarkedBox »(MB,engrisfoncé).Lemotif
deliaisonaux« pocketproteins »(RB,enbleuclair)setrouveauniveaududomainedetransactivation
(enbleuclair)desE2F15.E2F13possèdentunNLS(enorange)etundomainedeliaisonàlacyclineA
(CycA,enjaune).E2F4etE2F5ontunsignaldexport nucléairebipartite (NES,enenbleu).E2F68ne
possèdentpasuneextrémitéCOOHcanoniqueetnepeuventdoncpas lier lesprotéinespRb.Lesdeux
isoformesdeE2F3sontproduitesàpartirdedeuxpromoteursalternatifs,alorsquelesdeuxisoformes
deE2F7sontproduitesparépissage alternatifdunmêmetranscrit. (adaptédeChenetal,2009)
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Structuralement, les E2Fs activateurs contiennent une NLS dans leur extrémité N
terminale, qui leur confère une localisation nucléaire. Ils possèdent également plusieurs
domaines dinteraction protéineprotéine : un domaine dinteraction avec les protéines
CyclineAetp53 (Braithwaiteetal,2006) (lesdeuxprotéinessontencompétitionauniveau
de ce site de liaison, sous le nom de CycA au niveau de la Figure 4), un domaine de
dimérisationavec lescofacteurs DP (leurrôleseradétailléparlasuite) etune«MarkedBox »
(motif de liaison avec dautres partenaires protéiques). Enfin, dans leur extrémité C
terminale,on trouve ledomaine de transactivationetausein deceluici, lemotifde liaison
auxprotéinespRb(Figure 4).LesE2Fsactivateurs interagissentuniquementaveclaprotéine
pRb.
2. LesE2Fsrépresseurs
Le deuxième sousgroupe comprend les facteurs E2F3b, E2F4 et E2F5, qui sont
considérés comme les E2Fs « répresseurs ». Ils ont une faible capacité à activer la
transcriptionquand ils sont surexprimés. Par contre, ils fonctionnent commedespuissants
répresseursdelatranscriptionenassociation auxmembresdelafamillepRb.
Le facteurE2F3best issudumêmegèneque lactivateurE2F3a,mais est transcrit à
partirdunpromoteur alternatif (Leoneet al, 2000). LexpressiondE2F3best constante au
coursducyclecellulaire.Structurellement, ilsnediffèrentqueparleurextrémitéNterminale.
CommeE2F3a,lefacteurE2F3bselieuniquementàpRb.
Lesgènese2f4 ete2f5 sontlocalisés sur leschromosomes16(16q22.1)et8(8q21.2)
respectivement,etcodentpourdesprotéinesdun poidsmoléculaireprochede40kDa. Elles
sont exprimées de façon constitutive au cours du cycle cellulaire, mais leur activité de
répressiondelatranscriptionestprincipalementexercéedansles cellulesquiescenteseten
débutdephaseG1 (Figure 5).Adéfautduneexpressiontransitoire,larégulationdelactivité
des facteurs E2F4 et E2F5 se fait au niveau de leur localisation : ils sont exportés au
cytoplasme enraisondelaprésenceduneNES(« NuclearExportSignal ») dansleurséquence.
Laliaisonavec lesprotéines DPoupRbestalorsnécessairepourleurimport danslenoyauoù
ilspeuventexercerleurfonction (Trimarchi&Lees,2002).
Structurellement, les E2F4 et E2F5 possèdent un domaine de dimérisation avec les
cofacteurs DP, une «Marked Box » et dans leur extrémité Cterminale, un domaine de
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transactivationsuperposédu motifdeliaisonauxprotéinespRb(Figure 4). E2F4estcapable
de sassocier aux trois « pocket proteins » (pRb, p107 et p130) alors quE2F5 ne sassocie
quaveclaprotéinep130 (Gaubatzetal,2000;Mobergetal,1996).

Figure5. ExpressionetactivitédesE2Fsaucoursducyclecellulaire chezleseucaryotessupérieurs.
LexpressiondesgènesciblesdesE2Fs(courbeorange)estréguléesparlesdifférentsE2Fsaucoursdu
cyclecellulaire(a) enfonctiondelaccumulationdesE2Fsetleurassociationaux« pocketproteins »et
àdes complexescorépresseurs(CoR)oucoactivateurs (CoA) (b).Lepicdactivationtranscriptionnelle
desgènesciblesdesE2FsenfindephaseG1etsuividelamiseenplaceduprocessusderéplicationde
lADNenphaseS(courbeenpointillées).(daprèsChenetal,2009)
3. LesE2Fsatypiques
Les derniers E2Fs, E2F6, E2F7 et E2F8, sont classés dans le sousgroupe des E2Fs
« atypiques », principalement par leur divergence de structure par rapport aux E2F15. De
façon générale, les facteurs E2F6, E2F7 et E2F8 sont responsables de la répression de la
transcription de leurs gènes cibles, par dautres mécanismes que lassociation avec les
protéinespRb.Ilsontétéidentifiés plusrécemmentetpourcelailya moinsdedonnées les
concernant.
Legènee2f6, lepremier decegroupe àêtreidentifié (Trimarchietal,2001),sesitue
danslechromosome2(2p25.1)etcodepourdeuxvariantsdépissagede30kDaet20kDa.La
protéine contient le domaine de liaison à lADN conservé dans les autres membres de la
famille E2F, ainsi que le domaine dinteraction avec les protéines DP et la «Marked Box »
(Figure 4).Cependantledomaine detransactivation esttronquéetlaprotéineneporteplus
le motif de liaisons aux protéines pRb. Il semblerait que le facteur E2F6 ait une activité
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inhibitrice redondante avec celle dE2Fs répresseurs tels quE2F4 au niveau de la cellule
quiescente.
QuantàE2F7etE2F8, ilssontàeuxdeuxunenouvelleclassedE2Fs.Lesgènese2f7 et
e2f8 selocalisentrespectivementsur leschromosomes12(12q21.1)et11(11p15.1).Ilexiste
deux isoformesdE2F7 issuesdépissagealternatif, avecunpoidsmoléculairede100kDaet
80kDa. Le gène e2f8 codepouruneseuleprotéinede95kDa. Moinsétudiés,E2F7etE2F8sont
retrouvésassociésauxpromoteursenfindephaseSetenphase G2. Ceci suggèrequE2F78
continuent à exercerune fonctionde répressionde la transcription (contrôlenégatif) alors
quelesautresE2Fsrépresseurssontinactivéssuiteàlinhibitiondeleurassociationavecles
protéinesRb(Christensenetal,2005;DiStefanoetal,2003) (Figure 5).Structurellement,ces
E2Fsnepossèdentpas dedomaines detransactivationet dinteractionavecles protéinespRb
etDP,maissont toutde même capablesdeselieràlADN.Ilsnontencommunaveclesautres
E2Fs que ledomainedeliaisonàlADN, entandemauniveaudeleurséquence,cequisemble
compenserlapertedelaliaisonauxprotéinesDP (Figure 4).

4. LescofacteursDP
Les facteurs E2F1 à E2F6 nécessitent la dimérisation avec lune des 3 protéines DP
pourqueleuractivitétranscriptionnellesoitfonctionnelleetpourquelaliaisonàlADNsoit
deforteaffinité (Bandaraetal,1993;Miltonetal,2006;Ormondroydetal,1995;Rogersetal,
1996;Wuetal,1995).Cependant, lactivité transactivatriceet la fonctionde lhétérodimère
sont déterminées par la sousunité E2F. Cest pour cela que des abus de langage sont
retrouvés dans la bibliographie, réduisant lappellation de lhétérodimère au facteur E2F
associé. Dautant plus que le rôle des différentes sousunités DP dans la modulation de
lactivitéE2Fnestpasentièrementcompris.
Chez lHomme il existe trois gènes TFDP : TFDP1 (13q34), TFDP2 (3q23) et TFDP3
(Xq26.2), qui codent pour trois protéines nucléaires DP1, DP2/3 (incluant cinq isoformes
issues dépissages alternatifs) et DP4, dun poidsmoléculaire compris entre 4550kDa. Les
différentesprotéinesDPdiffèrentprincipalementpardesexpressionstissuspécifiques.Elles
sontstructurellementetfonctionnellementtrèsproches.Deplus,lescofacteursDPprésentent
unehomologiestructuraleavec les facteursE2Fs : ilspossèdentuneNLSauniveaude leurs
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extrémités Nterminales, un domaine de liaison à lADN et un domaine de dimérisation
(Figure 4).

C REGULATIONTRANSCRIPTIONNELLEPARLESE2FS
Les facteursE2Fsrégulentdesensemblesdegènesdistinctsmaissuperposables.Les
approchesdImmunoprécipitationdeChromatine(ChIP)ontpermisdidentifierdesciblesqui
sontexclusivementréguléesparun seulmembre delafamilleE2F,etdautresquisont« co
régulées »parplusieursE2Fs (Chenetal,2009).Ainsi, ilapparaîtque certainsE2Fs ont des
« fonctions antagonistes » au niveau de la régulation de certaines cibles. Ce mode de
régulation a été dabord décrit chezlaDrosophile (Frolovetal,2001).Dans cemodèleanimal,
larégulationtranscriptionnellepar lesE2Fsestsimplifiée dufaitquilnepossèdequedeux
gènes e2f, codant pour un facteur dE2F1 activateur et un facteur dE2F2 répresseur. Les
activitésdedeuxfacteurssontantagonistes invivo.
Cependantcemodede régulationbinaire :positifounégatif enfonctiondutypedeE2F
engagé, savère en réalité beaucoup plus souple et complexe chez les mammifères. La
spécificité de lactivation ou de la répression exercée par un facteur E2F est dictée par la
naturedescofacteursquilestcapablederecruteretducontextegénétique (Balciunaiteetal,
2005; Iwanaga et al, 2006;Wells et al, 2003). Plusieursmembresde la famille E2Font été
décritscommeactivantouréprimantlatranscriptionselonlecontextecellulaire.Notamment
E2F1, qui est principalement connu pour activer lexpression de nombreux gènes du cycle
cellulaire,estaussicapablederéprimerlatranscriptiondunnombreéquivalentdegènes (Ma
etal,2002;Mulleretal,2001;Youngetal,2003).Defaçonétonnante,larépressionexercée
par E2F1 sest révélée être parfois directe et indépendante de pRb (Koziczak et al, 2000;
Weinmannetal,2001). Inversement, lorsque surexprimés, les facteursrépresseursE2F4et
E2F5 peuvent sassocier avec certains coactivateurs et peuvent stimuler la transcriptionde
gènes cibles (Ginsberg et al, 1994;Morris et al, 2000). Il a aussi étémontré quE2F4 peut
43
réguler lexpressiondecertainsgènespendant laphaseG1sans faireappelà la famille des
protéinespRb (Balciunaiteetal,2005).

Danslesdeuxparties quisuivent,serontdétailléslesmécanismesles pluscommuns de
régulation delatranscription parlesfacteursE2Fs, enassociation oupasaveclesprotéines
pRb.
Figure6. RégulationducyclecellulaireparlesdifférentsE2Fs.
Ce diagramme montre le spectre et la localisation subcellulaire des complexes
E2F/« pocket proteins » de la phase G0 (quiescence) à la fin de la phase G1 (point de
restriction). Labondance relative de chaque complexe est proportionnelle à la taille des
modulesduschéma.ChaquecomplexecontientuneunitéDP,maiselleaétéexcluedansun
butdeclarté.(daprès Trimarchi&Lees,2002)
1. Répression delatranscription
PendantlesphasesG0(cellulesquiescentes)etG1, lesprotéinespRbsontdansunétat
hypophosphorylé. Sous cette forme, elles se lient aux facteurs E2F15 au niveau des
promoteursciblesetverrouillentlatranscriptiondesgènesselondeuxmécanismesdistincts
(Figure 7).
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Le premier mécanisme de répression par les protéines pRb est dit « passif ». Les
protéinespRbsassocientauxfacteursE2Fauniveaudespromoteurscibles (Figure 7). Elles
se lient à unmotif de 18 acides aminés au sein du domaine de transactivation E2F. Cette
interaction bloque la capacité des facteurs E2F à recruter la machinerie de base de la
transcription (Helinetal,1993;Veronaetal,1997).LesfacteursE2Fsontconsidérésdansce
contextecommedesrépresseurs« passifs » : ilsoccupent lessitesdeliaisonsE2Fauniveau
despromoteurs,maisnesontpascapablesdactiverlexpressiondesgènes.
Figure7.MécanismegénéralducontrôledelactivitérépressivedesE2Fs.
La répression de la transcription par lassociation de pRb aux E2Fs peut se faire selon deux
mécanismes. Le mécanisme de répression « passive » se fait par la liaison de pRb au domaine de
transactivation des E2Fs, ce qui empêche le recrutement de lamachinerie de transcription par les
E2Fsauniveaudespromoteursdesgènescibles.LecomplexeE2F/pRbpeutrenforcer larépression
ditealors« active »par le recrutementdhistonesdéacétylases (HDACs)ouméthylases.Laprotéine
pRbestégalementcapablederégulerlactivitédE2F1parune interactionadditionnellequiinhibela
capacité dE2F1 à lier lADN. Lentrée dans le cycle cellulaire est dépendante de lactivation
séquentielledescomplexesCdk4/6cycline Det Cdk2cycline E quiphosphorylentpRbetprovoquent
lalibérationdesE2Fs.LesE2Fsactivateurspeuventalorsrecruterdescomplexesderemodelagedela
chromatineetlecomplexebasaldetranscription. (d'aprèsTrimarchi&Lees,2002)
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Le deuxième mécanisme de répression est dit « actif ». Au niveau des complexes
Rb/E2F formés sur les promoteurs cibles, les protéines pRb peuvent recruter plusieurs
cofacteurs de remodelage et de modification de la chromatine  tels que des histones
déacétylases (« HDACS »), des histones / ADN méthyl transférases (SUV39H10, DNMT1,
PRMT5),lescomplexesSWI/SNF,BRM/BRG1,CtIP/CtBP (Figure7) (pourrevueDeGregori&
Johnson, 2006). Ces complexes protéiques verrouillent la transcription et empêchent
lassociationdactivateursencis.Lecomplexerépresseur recrutéestspécifiqueetdépenddu
promoteurdugèneetducontextecellulaire(parexemple,des cellulesquiescentesversusdes
cellulesdifférenciées).
Ces deux mécanismes de répression peuvent convertir les hétérodimènes E2FDP
activateursenmembres duncomplexerépresseur. Cependant, à cesstades ducyclecellulaire
(phases G0 et G1), les facteurs répresseurs E2F4 et E2F5 sont les plus abondants et sont
nucléarisés grâce à leur association avec les protéines pRB etDP (Figure 6) (Verona et al,
1997).

De façon particulière, la protéine pRb est également capable de réguler lactivité du
facteur E2F1 par une interaction additionnelle qui inhibe la capacité dE2F1 à lier lADN
(Figure7) (Dick&Dyson,2003).Cetypederégulationnesefaitpassurlesautresmembres
delafamilleE2F.
Les membres E2F68, plus récemment identifiés, répriment lexpression des gènes
indépendamment dune association avec les protéines pRb (Christensen et al, 2005; Di
Stefanoetal,2003;Gaubatzetal,1998).
LefacteurE2F6exercesafonctionensassociantauxrépresseurstranscriptionnelsde
lafamilleduPolycomb.CesrépresseurssontimpliquésdanslarégulationdesgènesHox,au
momentdudéveloppementembryonnaire (Gouldetal,1997).
Les facteurs E2F7 et E2F8 sont capables de former des homodimères ou des
hétérodimères quipeuventréprimerlatranscriptionde gènes.Lesciblesdecesfacteurssont
principalementimpliquéesdanslecyclecellulaire etlembryogenèse(Lietal,2008).Acejour,
lescorépresseursassociésàcesdeuxfacteursnesontpasencoreconnus.
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2. Activation delatranscription parlesfacteursE2Fs
Quand les cellules rentrent dans le cycle, les protéines pRb sont phosphorylées et
perdentleurcapacitéàlierlesfacteursE2Fs (Harbouretal,1999).Parallèlement,lesniveaux
desfacteurs E2F13augmententaufuretàmesurequelatransitionG1/Sapproche,alorsque
les facteurs E2F45 sont exportés hors du noyau (Figure 6). Les facteurs E2F13a libres
peuvent alors activer les promoteurs cibles en fin de phase G1 et en phase S. Ce pic
dactivation transcriptionelle par les E2Fs est atténuée en phase G2 en raison : 1) de
modifications posttraductionnelles qui entraînent la séparation du dimère actif E2F/DP et
quiinduisentladressagedessousunitésE2Fsauprotéasomeoùellesseront être(Dynlacht
et al, 1994;Marti et al, 1999; Xu et al, 1994) ; 2) par lactivité des répresseurs E2F68 qui
exercentleureffetindépendammentdesprotéinespRbetDP (Lietal,2008).

Lactivationde la transcriptionpar les facteursE2F1, E2F2 et E2F3a (en association
avec les protéines DP) se fait via le recrutement du facteur TFIID, du complexe basal de
transcription. LefacteurTFIID peutsefixer alorsauniveaudelaboîteTATA,premièreétape
nécessaire au recrutement de lARN Polymérase II. Les facteurs E2Fs activateurs recrutent
également des coactivateurs et des complexes de remodelage de la chromatine, tels que
p300/CBP,TRAPP,GCN5,Tip60etACTR/AIB1 (Figure7) (pourrevueDeGregori&Johnson,
2006). Lassociation avec des enzymes de modification des histones (principalement des
histonesacétyle transférases)permetdechanger laconformation de lachromatine,dans le
but delarendre« ouverte »etaccessibleauxfacteursdinitiationdelatranscription.
D FONCTIONSBIOLOGIQUES REGULEESPARLESE2FS
Les fonctionsbiologiquesdes facteursE2Fsontassociéesauxgènesdont ilsrégulent
lexpression. Initialement les facteurs de transcription E2F ont été identifiés comme des
régulateurs clés du cycle cellulaire par le contrôle périodique de la transcription de gènes
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requispour laréplicationde lADN et la transitionG1/S.Cependant, lepassagedapproches
classiques(clonagedepromoteurs,pulldowns)àde nouvellesapprochesdepucesàADNet
dimmunoprécipitation de chromatine, a révélé que les facteurs E2Fs étaient recrutés au
niveaudunnombresansprécédentsdeciblespromotrices (Ishidaetal,2001;Merdzhanova
etal,2008;Mulleretal,2001;Polageretal,2002;Renetal,2002) (pourrevueBrackenetal,
2004).
Deplus,desétudes récentesontdémontréque le recrutementdu facteurE2F1nest
pas toujours dépendant de la présence dune séquence consensus E2F (Bieda et al, 2006).
Cette« promiscuité » élevéeseraitengrandepartieexpliquéeparlerecrutementdE2F1 par
dautres facteurs de transcription, tels que NFkb (« Nuclear Factorkb »), Myc et CEBP
(« CAAT enhancer/inding protein »), et par des composants de la machinerie de la
transcription (Leungetal,2008;Limetal,2007;Timchenkoetal,1999).

Auniveauducyclecellulaire, ilaétérévélé quelesfacteursE2Fs régulent davantage
dévénements : lespointsdecontrôle, latransitionG2/M,lacondensationdelachromatineet
laségrégationchromosomique.Ilaétémontréque lesfacteursE2Fscontrôlentdesprocessus
cellulaires opposés tels que la réparation de lADN (survie cellulaire) et lapoptose (mort
cellulaire). De façon surprenante, leur activité transcriptionnelle est également impliquée
dans ledéveloppement,ladifférenciation,lautophagie, lemétabolisme,lépissagedesARNset
langiogenèse (Ishidaetal,2001;Merdzhanovaetal,2008;Mulleretal,2001;Polageretal,
2002; Ren et al, 2002). Enfin, les facteurs E2F régulent lexpression de nombreux gènes
impliquésdansuneboucledecontrôlenégatifquilimitelactivitétranscriptionnelleE2Fetles
processuscellulaires engagés (pourrevueBrackenetal,2004;DeGregori&Johnson,2006).

La complexité des fonctions biologiques des facteurs E2Fs est reflétée par le nombre
grandissant de gènes cibles identifiées et leurs fonctions parfois paradoxales. Les facteurs
E2Fssesontrévéléscommeétantdesprotéinesclésdudevenirde lacellule,mais aussidu
développementtumoral lorsque leur expression ouleuractivité estdérégulée.
ParmilesdifférentsmembresdelafamilleE2F,E2F1estlefacteurleplusétudiéetleplus
discuté au niveau de sa double fonction dans la balance promitotique et proapoptotique
(Bell&Ryan,2004;Engelmann&Putzer,2010).Mestravauxdethèsesesontconcentréssur
létude de la double fonction du facteur E2F1. Dans les chapitres qui suivent, les données
actuelles concernant les fonctions biologiquesdE2F1 dans le contrôledu cycle cellulaireet
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danslinductiondelapoptose serontabordées. Laccentserasmisplusparticulièrementsurle
cyclecellulaire puisquecest danscettethématique quemestravauxontaboutitàunarticle
(actuellementsoumisàPLoSONE).
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3EME PARTIE :
E2F1DANS LE CYCLECELLULAIRE
50
51
III E2F1DANSLE CYCLECELLULAIRE
A LECYCLECELLULAIRE
1. Généralités
Lecyclecellulaireestunprocessusfondamentalparlequelunecellulemèresedivise
pourdonnerdeuxcellulesfillesidentiquesentreellesetàlacelluledontellessontissues.La
division cellulaire apparaît essentielle non seulement à la croissance et au développement
embryonnaireetà laviede lorganismeadulte,maisestaussià loriginede lhéréditéetde
lévolution.
Deuxévénementsprincipauxdéfinissentlecyclecellulaireeucaryote :laréplicationdu
matérielgénétique(phaseS,Synthesis)etlarépartitiondumatérielgénétiquerépliquéentre
les deux cellules filles (phaseM,Mitosis). Entre ces deux phases, deux temps de pause ou
« Gaps », les phases G1 et G2, préparent la cellule aux deux événements clés de la division
cellulaire(Figure 8).
Lamajoritédescellulesdelorganismeadultenesedivisentpas,ellesnesontpasen
prolifération active ; elles sont dites quiescentes ou en phase GO. Sous leffet de signaux
mitogènes, le cycle cellulairepeutêtredéclenché.Lacelluleprogressedans laphaseG1,au
coursdelaquelleellesautoriseounonàentrerdéfinitivementdansuncyclededivisionen
fonctiondessignauxextracellulaires(principalementlaprésencedefacteursdecroissance).
CemécanismedecontrôlesituéenfindeG1estdécritcommelepointderestriction,unpoint
de nonretour à partir duquel le cycle est engagé irréversiblement et ne dépendplus de la
présencedefacteursmitogènes.LaphaseG1permet égalementàlacellulede seprépareràla
phase S, phase de duplication des chromosomes. La réplication de lADN se fait par un
processus semiconservatif, permettant la production de deux chromatidessurs qui
resterontassociées jusquà lamitose.Pendant laphaseG2, lacellulecroîtetseprépareà la
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divisionmitotique.LaphaseMestcaractériséeparlarépartitiondeschromosomesrépliqués
et du contenu cellulaire dans les deux cellules filles. Elle est classiquement divisée en cinq
étapes sur la base de la morphologie des chromosomes et de lenveloppe nucléaire : la
prophase, la prométaphase, lamétaphase, lanaphase et la télophase. La divisionmitotique
sachèveparlacytokinèsequiindividualiselesdeuxcellulesfilles.
Figure8. Lesdifférentesphasesducyclecellulaireeucaryote
Représentationschématiqueducyclecellulaire.LescellulessontenG0quandellessontquiescentes.
Suiteàlactivationdelaprolifération,lentréedanslecyclecellulairesefaitauniveaudelaphase
G1,quiprépare lacelluleà laphaseS(Synthèse)deréplicationde lADN.LaphaseG2prépare la
celluleauxévénementsarchitecturauxetiochimiquesde laphaseM (Mitose),durant laquelle le
matériel génétique dupliqué est séparé dans les deux cellules filles. Les points de contrôle (PC)
peuvent être définis comme des voies biochimiques conditionnant la progression du cycle en un
point particulier à la réussite dune étape antérieure.Deux points de contrôle (PC) détectent des
lésionsdelADNenfindeG1etdeG2,etuntroisièmeenphaseMdétectelesanomaliesdufuseau
mitotique.Lepointderestrictioncorrespondaumécanismedecontrôlequipermetauxcellulesen
G0/G1dentrerounondanslecycleenfonctiondessignauxmitogènes.
Afindecoupler laproliférationcellulaireauxcontraintesde lenvironnementexterne
et dassurer lintégrité et la parfaite reproduction du génome dans les cellules filles, des
mécanismes de régulation du cycle ont été mis en place par les cellules. Le premier
mécanisme de surveillance est le point de restriction, qui assure lhoméostasie au sein des
tissus. Il engage irréversiblement la cellule dans le cycle cellulaire seulement si la balance
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entre facteurs mitogènes et antimitogènes dans le milieu environnant est favorable à la
prolifération.
Unefoisladivisioncellulairedéclenchée,ilexistedautresmécanismesdecontrôlequi
empêchent la cellule davancer à la phase suivante du cycle, si un défaut est constaté. La
cellule utilise alors un délai pour réparer les défauts avant que le cycle ne progresse à un
stadeoùilsseraientirréversibles.Ondésignesousletermegénéralde« pointsdecontrôle »
ou« checkpoints » (Hartwell&Weinert,1989), lesvoiesmoléculairesqui àun stadeprécis,
lient laprogressiondu cycle à la réalisation complètede létape antérieure (Figure 8). Ces
freinspeuventêtre activésenréponseàdessignauxextracellulaires(stress,facteursémispar
les autres cellules du même tissu, activation de récepteurs, attachement à la matrice
extracellulaire), mais peuvent également être activés par des événements délétères se
produisant dans la cellule en division (lésions de lADN, défauts dans lattachement des
chromosomesaufuseaumitotique).
2. BasesMoléculairesdelaRégulationduCycleCellulaire
Les kinases dépendantes des Cyclines (Cyclindependent kinases, CDKs) sont les
protéines essentielles à progression du cycle cellulaire. Elles représentent la sousunité
catalytique des complexes « CdkCycline », où les Cyclines jouent le rôle de sousunités
activatrices.Par leuractivitéenzymatique,quiconsisteen laphosphorylationtransitoirede
dizaines de substrats, les Cdks assurent le déclenchement, le contrôle et la succession
harmonieusedesdifférentesphasesducyclecellulaire.
Le membre original de la famille Cdk, appelé Cdk1, fut identifié par une approche
génétiquechezlalevureSchizosacharomycespombe àlarecherche demutantsprésentantdes
défauts de division (Russell & Nurse, 1986). Le gène codant pour la protéine cdc2, nom
originaldeCdk1,apparu commeétant essentiel àlaprogressionducyclecellulaire.Depuis,de
nombreuxhomologuesdeCdk1ontétéclonésetcaractériséspardifférentesapproches.De
nos jours,avecleséquençagedugénomehumain,oncompte12gènescodantpour12Cdks
(et9autresgènescodantpourdesprotéines« Cdklike »).MêmesilamajoritédesCdkssont
impliquées directement ou indirectement dans la régulation du cycle cellulaire, dautres
fonctions ont été décrites au niveau de la régulation de la transcription ou de la fonction
neuronale (pourrevueMalumbres&Barbacid,2005).
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Enraisondeleurrôleclédanslecontrôleducyclecellulaire,lesCdkssontellesmêmes
réguléesàdifférentsniveaux,cequipermetuneactivité transitoireetcoordonnéeaucours
desdifférentesphasesettransitionsducyclecellulaire.
a) Le premier niveau de régulation est la disponibilité des Cyclines. En effet, les
complexes CdkCycline sont des systèmes binaires où la sousunité catalytique (Cdk),
inactive, nécessite lassociation avec une sousunité régulatrice (Cycline) pour être
activée. Dans lactualité, la famille des Cyclines humaines compte 29 gènes, avec
différents épissages alternatifs. Cependant, seules les Cyclines A, B, D et E semblent
impliquéesdanslecycle(Figure 9). Lassemblage des complexesCdkCyclineestdonc
lié à la durée de vie de ces Cyclines, qui est transitoire et généralement courte. Leur
synthèseainsique leur dégradationubiquitinedépendantesontpériodiquesetontlieu
àdesmomentsprécisducyclecellulaire (Evansetal,1983).
Figure9.Contrôleducyclecellulaireparles complexes CdkCycline
Les complexesCDK/cyclines régulent laprogressiondes cellulesdans le cycle. De façon
schématique, les Cdk4 et Cdk6 associées à la Cycline D régulent le déroulement de la
phaseG1.Ensuite, lecomplexeCdk2CyclineEprend lerelaispourassurer latransition
G1/S,suiviparlecomplexeCdk2CyclineAquiassurelecontrôledelaphaseS.Enfinles
complexesCdk1CyclineA/BinterviennentenphaseG2etrégulentlatransitionG2/Met
lentréeenmitose
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b) Le deuxième niveau de régulation sont les modifications posttraductionnelles,
essentiellementdesphosphorylations/déphosphorylationsde lasousunitécatalytique
Cdk,faitessoitpourrenforcerlactivitédelakinase,soitpourlinhiber(Figure 10) (Gu
etal,1992;Russell&Nurse,1986;Solomonetal,1992).

Figure10.Contrôledelactivitédescomplexes CdkCyclinepardé/phosphorylation
LescomplexesCdkCyclinepeuventêtreactivésparphosphorylationauniveaudela« Tloop »
de la sousunité catalytique Cdk par le complexe CAK (« Cyclin Activated Kinase »). A
contrario, les CdkCycline peuvent être régulées négativement par phosphorylation de deux
résidusadjacentsthréonineoutyrosine auniveaude leurpochede fixationde lATP,par les
kinases à double spécificité Wee1 et Myt1. Ces phosphorylations inhibitrices peuvent être
levéespar lesphosphatesCdc25AC,quiagissent commedesrégulateurspositifsde lactivité
CdkCycline. (adaptédeMalumbres&Barbacid,2005)
c) Le troisièmeniveaude régulation se faitpardes interactions transitoiresavecdes
inhibiteurs protéiques, les CKIs ou « Cdkinhibitors », parfois appelées sousunités
inhibitricesdescomplexesCdkCycline. IlexistedeuxfamillesdeCKIs : la familleINK4
(« inhibitorsofCdk4 ») et la famille Cip/Kip (Figure 11) (pour revueEkholm&Reed,
2000).

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Figure11.ContrôledelactivitéCdkCycline
parlinteractionavecdesprotéinesinhibitrices
La famille INK4comprendquatremembres : p16INK4a, p15INK4b, p18INK4c etp19INK4d. Ils se
lient spécifiquement aux kinases Cdk4 et Cdk6, quils inhibent en bloquant leur activité
enzymatique et en empêchant leur associationà la CyclineD. Cette famille deCKIs joue
donc un rôle important dans le déclenchement de la prolifération cellulaire. Les trois
membresdelafamilleCip/Kip,p21Cip1,p27Kip1 etp57Kip2,sontcapablesdeselieràtousles
complexes CdkCycline. Linhibiteur p21 est lun des principauxmédiateurs de larrêt du
cycleenG1enprésencededommagesà lADN(pointdecontrôlede la transitionG1/S).
(adaptédeMalumbres&Barbacid,2005)
d) Lequatrièmeniveauderégulation consisteen la séquestrationdesrégulateursdu
cyclecellulaireauniveauducytoplasme,loindessubstratsnucléaires (Sherr,1993).

3. Quelques modèlesmurins ducyclecellulaire
Lagénérationdesmodèlesmurinsapermisdemieuxcomprendrenonseulementles
mécanismes de régulation du cycle cellulaire et leur évolution,mais aussi leur implication
danslacroissancetumoraleetladécouverte demécanismesdecompensation.Lesnouvelles
perspectivesamenéesparlesmodèlesmurinsontétédiscutéesdefaçontrèsintéressantepar
les auteurs et la communauté scientifique travaillant sur le cycle cellulaire chez les
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mammifères et sa dérégulation dans le cancer (pour revue Malumbres & Barbacid, 2005;
Santamaria&Ortega,2006).
 LeknockoutsystématiquedesdifférentsgènescodantpourlesCdksdansdeslignées
germinalesmurinesapermisdemontrerquelesCdk4,Cdk6etCdk2nesontpasessentiellesà
ladivisioncellulairedelaplupartdestypescellulaires.Lessourisinvalidéespourleskinases
Cdk4,Cdk6etCdk2sont viablesetlesphénotypesobservéssont restreintsàcertainsorganes
(Malumbresetal,2004;Ortegaetal,2003;Raneetal,1999).Seulelinvalidationdelakinase
mitotiqueCdk1provoque lamortde lembryondès lestadedeuxcellules (Santamariaetal,
2007).
Lesknockouts murinsdesdifférentsgènescodantpourlesCyclinesetsesdifférentes
isoformes ont aussi été réalisés, faisant apparaître de nouvelles fonctions noncanoniques
pourcertainesCyclinesendehorsdelactivitéducomplexeCdkCycline (Gengetal,2003).
Le tripleknockoutdestrois isoformesdelaCycline Dconduitàlamortdelembryonenmi
gestation (E16,5) (Kozar et al, 2004). Linvalidation des deux isoformes de la Cyclines E
conduit à lamort de lembryon à E11,5 (Parisi et al, 2003). Linvalidation de la CyclineA2
provoque lamortprécocede lembryon,au momentde limplantation (Murphyetal,1997).
Enfin la souris invalidée pour la Cycline B1 meurt à des stades embryonnaires précoces
(E10,5) (Brandeis et al, 1998). Les résultats obtenus pour les souris invalidées pour les
CyclinesA2etB1soulignentleurrôleessentieldanslactivationdelakinasemitotiqueCdk1.
B CONTROLEDUCYCLECELLULAIREPARE2F1
LefacteurdetranscriptionE2F1estunrégulateurcléducyclecellulairevia lecontrôle
périodique de la transcription de gènes requis pour toutes les phases du cycle (transition
G1/S, réplication de lADN, transition G2/M, condensation de la chromatine et ségrégation
chromosomique) ; mais aussi via le contrôle de gènes nécessaires à la surveillance et au
maintien delintégritécellulaire (pointsdecontrôle, réparationdelADNetapoptose) (pour
revue Brackenetal,2004).Lobservation la plusévidente dubesoinde lactivitédeE2F pour
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la progression générale du cycle cellulaire est que les cellules MEFsdélétées pour les trois
E2Fs activateurs ne sont arrêtées pas quen phase G1, mais sont bloquées dans toutes les
phasesducycle (Wuetal,2001).
Ilnestdoncpassurprenantque lactivitédE2F1 soitellemêmefinementréguléeau
coursducyclecellulaire. Différentsmécanismesrégulateurssontmisenplaceauniveaude
son expression et de son activité, notamment son interaction avec pRb et par des
modificationsposttraductionnelles.Cesformesderégulationsexercentaussienmajoritésur
lesautresmembresdelafamilleE2F.
1. ContrôledelatransitionG1/S
LaprogressionenphaseG1estdépendantedun niveausoutenude CyclineD dansla
cellule, qui dépend à son tour dune exposition prolongée à des signauxmitogènes (Sherr,
1993). Dans le contexte dune stimulation mitogène, il se produit une augmentation de la
transcription de la Cycline D, une augmentation de la traduction de son ARNm et une
stabilisationdelaprotéine(Bouchardetal,1999;Germainetal,2000;Takuwaetal,1999).
Laccumulationde Cycline DaucoursdelaphaseG1permetson associationavec les
kinases Cdk4/6. Les complexes Cdk4/6Cycline D adoptent une conformation active et
phosphorylentalorslesmembresdelafamilledelaprotéinedurétinoblastome :pRb,p107et
p130 (Figure 12) (Harbour et al, 1999). Les protéines pRb comportent plusieurs sites de
phosphorylation,maisseulementcertainspeuventêtrereconnusparles complexes Cdk4/6
CyclineD.Laphosphorylation initialedesprotéinespRbconduit à la libérationpartielledu
facteur detranscription E2F1.Le facteurE2F1est luimêmephosphorylépar lescomplexes
Cdk4/6CyclineDsurlesrésidussérine332et337 (Faganetal,1994;Mann&Jones,1996).
CesphosphorylationsempêchentsaliaisonàpRbetaugmententsastabilité. Acestade,lun
despremiers promoteurs transactivés parE2F1 estceluidelaCyclineE,crucialeàlactivation
delakinaseCdk2etàunebonneterminaisondelaphaseG1 (Ohtsuboetal,1995).
EnfindephaseG1,linitiationdelaccumulationdeCyclineEconduitàlaformationde
complexes Cdk2Cycline E. Les complexes Cdk2Cycline E phosphorylent alors des sites
additionnelssurlesprotéinespRbetlesinactiventirréversiblement,bloquantcomplètement
linteraction de ces protéines avec le facteur E2F1 (rétrocontrôle positif) (Figure 12)
(Harbouretal,1999).Ceprocessusestcensérendre lescellules indépendantesdessignaux
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mitogènesextérieurset correspondaupointde restriction. Il a étéobservéque les cellules
délétées des protéinesRb, p107 et p130manquent dun point de restriction fonctionnel et
sontcapablesdesediviserenabsencedesignauxmitogènes (Dannenbergetal,2000;Sageet
al,2000).

Figure12. RégulationdelatransitionG1/S parlavoieE2F/RB.
Lactivation successive des complexes Cdk4/6Cycline D et Cdk2Cycline E conduit à la
phosphorylation séquentielle des protéines pRb. Les protéines pRb hyperphosphorylées
libèrentlesfacteursdetranscriptionE2Fsquiactiventlatranscriptiondegènesrequisà
lentréenphase S.LesmembresdesfamillesdinhibiteursINK4AetCip/Kip(représentés
par p16 et p21 respectivement) modulent lactivité des complexes CdkCycline. p21,
effecteur des points de contrôle, peut induire larrête du cycle en G1/S. (adapté de
Stewartetal,2003)
La libération complète du facteur de transcription E2F1 active la transcription dun
largepaneldegènesdontleproduitestnécessaireàlatransitionenphaseS,àlasurveillance
et laréplicationde lADNainsiquà laprogressionducycleà traversdesphasesG2etM. Il
active également la transcription de son propre gène et celle dautres E2Fs (les E2Fs
activateurs ont leur pic dexpression au moment de la transition G1/S) (Blais et al, 2002;
60
Brackenetal,2004;Eyminetal,2001b;Garteletal,1998;Shanetal,1994;Wangetal,2005).
En contrepartie, E2F1 stimule la transcription de gènes dont le produit va moduler son
activitétranscriptionnelle(pRb,ARF,p21,p27,p18)etmêmeinduiresadégradationenfinde
phase S et enphaseG2 (CyclineA, SKP2) (Dynlacht et al, 1994;Marti et al, 1999;Xu et al,
1994).
Ilest intéressantderemarquerquelexpressiondelaCyclineEet de laCyclineAest
réguléeendifféréparlemêmecomplexerépresseurcontenantlesprotéinespRb,hSWI/SNF
etHDAC(histonedésacétylase) enassociation avec unfacteur E2F/DP.Lesphosphorylations
parlecomplexeCdk4CyclineDrompentlassociation depRb aveclenzymeHDAC,cequiest
suffisant à la transcription de la cycline E et à la progression en phase S. Cependant, le
complexerépresseur, necontenant que lesprotéinespRbethSWI/SNF, continueàinhiberla
transcriptiondelaCyclineAjusquàlaphosphorylationirréversibledepRbparlecomplexe
Cdk2CyclineE(Zhangetal,2000).

2. Régulationde laphaseSetde laréplicationdelADN
LecomplexeCdk2CyclineEest nécessaireàlinitiationdelaréplicationdelADN,en
permettant lancrage des protéinesMCM au niveau des origines de réplication (Lei & Tye,
2001).UnefoislaphaseSinitiée,lescomplexesCdk2CyclineEsontréprimésafindempêcher
desphénomènesde« reréplication »,cequiestenpartieobtenuparunedégradationactive
delaCyclineEparleprotéasome (Hwang&Clurman,2005).
LeskinasesCdk2,nétantplusassociéesàlaCyclineE,interagissentaveclaCyclineA
néosynthétisée.LecomplexeCdk2CyclineAestcapabledephosphorylerungrandnombre
de substrats tels que des facteurs de transcription et des protéines impliquées dans la
réplicationdelADN,lamodificationdhistones,ladégradationprotéasomedépendanteetdes
lespointsdecontrôleducyclecellulaire (Malumbres&Barbacid,2005).
Le complexe Cdk2Cycline A est également responsable de la phosphorylation du
facteurdetranscriptionE2F1enposition375etdesonpartenaireDP1.Laphosphorylation
dE2F1etdeDP1 produitleurdissociationetdiminueleurcapacitéàlierlADN(Dynlachtet
al,1997;Mundle&Saberwal,2003;Peeperetal,1995;Xuetal,1994).
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Une autre protéine dont lexpression est contrôlée par E2F1, SKP2, fait partie dun
complexeE3ubiquitineligaseresponsabledelarégulationdenombreusesprotéinesducycle
cellulairevia ladressageet la dégradationparlaprotéasome.SKP2 estcapablede reconnaître
unmotifsurE2F1 etlubiquitinepourladresserauprotéasome,en findephaseSetenphase
G2 (Marti et al, 1999). Ce motif de reconnaissance est efficacement masqué lors de
linteractionavecpRb (Campanero&Flemington,1997).

Defaçonintéressante,loncogèneMDM2,enzymeE3ubiquitineligaseresponsablede
ladressagedelaprotéine p53auprotéasome,estcapabledinteragirdirectementavecE2F1
etdestabiliserlaprotéine.MDM2etSKP2secomportentcommedeuxantagonistesauniveau
deleurinteractionavec E2F1 (Zhangetal,2005).Deplus,ilaétémontréquelassociationde
MDM2 avec E2F1/DP1 stimule lactivité transactivatrice du facteur et contribue à la
progression du cycle cellulaire (Martin et al, 1995). Dautres travaux vont dans un sens
opposé, MDM2 serait capable dadresser E2F1/DP1 au protéasome, mais cette régulation
négativenesembleavoirlieuquedansuncontextep53nul (Loughran&LaThangue,2000).
Parailleurs,MDM2peutinduireladégradationdepRbparleprotéasome (Sdeketal,2005).

LecontrôleexercéparE2F1phaseS ducycle cellulaire neselimitepasàlactivationde
gènes nécessaires à la synthèse et la réplication de lADN, les complexes E2F/Rb semblent
exercerdesrégulationsautresquetranscriptionnelles.Danslescellulesdemammifères,E2F1
et pRb ont été localisés dans les sites de réplication de lADN en début de phase S, leur
associationrestecontroversée.ChezlaDrosophile,lefacteuractivateurdE2F1etlaprotéine
RBF1 (homologue de pRb) sassocient directement avec les protéinesMCM, au niveau des
originesderéplicationdecertainsgènes,danslescellulesfolliculairespendantloogenèse.La
régulationde la réplicationde lADNetdu fonctionnementdesoriginesde réplicationdans
ces cellules semble se faire indépendamment de lactivité transcriptionnelle de dE2F1.
Cependant, actuellement il reste à déterminer si la régulation directe de la réplication de
lADNparE2F1etpRbsefait lors delaprogressionnormaleducyclecellulaire oudansdes
conditionsparticulières  tellesque laprésencededommagesà lADNou le développement
(pourrevueDimova&Dyson,2005).

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3. Régulationdelamitose
DenombreuxgènesciblesdE2F1 ontdesfonctionsnécessairesàlamitose.Cesgènes
sontimpliqués dansladuplicationducentrosome,danslepointdecontrôle desanomaliesdu
fuseau mitotique, dans la condensation et la ségrégation des chromosomes et dans la
formationdu centromère. Il est connuque ladérégulationde lexpressionde ces différents
gènesconduitàdesdéfautsdemitoseetàde linstabilitégénétique.Deplus,E2F1active la
transcriptiondugènede laCdk1, régulateuressentiel de lentréeenmitose etsuffisantà la
progressionducyclecellulaire (Renetal,2002).

LaprogressionenphaseG2etenmitoseestréguléepar lakinaseCdk1associéeaux
CyclinesAetB.
AlafindelaphaseS,laCyclineAsassocieàlaCdk1etassurelaprogressiontoutau
long de la phaseG2. Les complexes Cdk2CyclineA et Cdk1CyclineA partagent un certain
nombredesubstratscommeceuximpliquésdanslaréplicationdelADNetdans lespointsde
contrôle.Alapprochede latransitionG2/M,laCyclineAestdégradéedefaçonprotéasome
dépendante,alorsquelaCyclineBestactivementsynthétisée.LakinaseCdk1sassociealors
aveclaCyclineB,cetteassociationestessentiellepourle passagedescellulesenmitose.Les
complexes Cdk1Cycline B sont capables de phosphoryler plus de 70 protéines, impliquées
dans différents processus régulateurs et structuraux des cellules de mammifères
(condensation des chromosomes, séparation des centrosomes, fragmentation du réseau de
Golgiet disruptiondelalaminanucléaire)(pourrevueMalumbres&Barbacid,2005).

La sortie demitose nécessite linactivation des complexes Cdk1Cycline B. En fin de
mitose,laCyclineBestubiquitinyléeetdégradéeparleprotéasome,selonunprocédérégulé
par le complexe multienzymatique APC (« Anaphase Promoting Complex ») (Harper et al,
2002).

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C E2F1 ETCANCER
1. Protéines régulatrices du cycle cellulaire et cancer : protooncogènes,
oncogènesetsuppresseursdetumeurs
Undesmécanismesfondamentauxdelacancérogenèseestlaproliférationincontrôlée
des cellules tumorales. Lindépendance visàvis des signaux de prolifération, linsensibilité
aux signaux antiprolifératifs, labolition de lapoptose, la capacité proliférative illimitée et
linstabilité génomique (six des dix propriétés utilisées pour dresser le portrait robot de la
cellule cancéreuse (Hanahan & Weinberg, 2011)) font du cancer une maladie de la
signalisationducyclecellulaire (Figure 13).
Figure13.Défautsmajeursducyclecellulaireimpliquésdanslecancer.
Laproliférationcellulaireincontrôléerequiert unesignalisationmitogèneaberrantecauséesoitparune
signalisation exogène excessive (ex. présence de facteurs de croissance, de nutriments), soit par des
mutations oncogéniques endogènes. Les mutations affectant les freins mitogènes (ex. suppresseurs de
tumeur, régulateurs négatifs), modulateurs de la signalisation mitogène, contribuent également à la
prolifération incontrôlée. Lentréedans le cycle cellulaire induitepar les oncogènesprovoquedes stress
réplicatifsdelADNquisont reconnusparla machineriedesurveillancedespointsdecontrôle.Desdéfauts
auniveaudecespointsdecontrôleaboutissentenuntauxplusélevédemutationsetpeuventconduireà
linstabilitégénomique.Aumomentdelamitose,desanomalies dupointdecontrôledufuseaumitotique
peuventrésulterdansuneségrégationanormaledeschromosomes. Touscesdéfautsaboutissentenune
activitédéréguléedeskinasesCdks,dans lapertedes freinsducyclecellulaireetdans ledéveloppement
tumoral.(adaptédeMalumbres&Barbacid,2009)
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Lescellulescancéreusesaccumulentdesmutations, quirésultentenunesignalisation
mitogène intracellulaire constitutive et en une réponse défectueuse aux signaux anti
mitogènes, conduisant à une prolifération incontrôlée. A ceci sajoute lapparition dune
instabilité génomique qui sélectionne dautres mutations et contribue à linstabilité
chromosomique. Ces altérations constituent les mécanismes essentiels à la genèse et à
lévolution du processus tumoral. Elles résultent de lacquisition dun avantage prolifératif,
mais aussi dun avantage sélectif, dit « phénotype mutateur ». La dérégulation du cycle
cellulaire est reconnue comme responsable, direct ou indirect, de ces altérations. La
littératuredesdeuxdernièresdécenniesillustrelargementlimportancedeladérégulationdu
cyclecellulairedanslecancer (Figure 14).

Figure14. Régulation ducyclecellulaireetcancer.
Calendrierdespublicationsclésducyclecellulaireetdesonimplication
danslecancer.(adaptédeMalumbres&Barbacid,2009)
Commenous lavonsvu, laprogressionharmonieusedu cyclecellulaireestcontrôlée
par des mécanismes de surveillance (point de restriction et points de contrôle) qui sont
sensibles aux anomalies extra et intracellulaires. Les mutations qui impliquent des
changements des niveaux dexpression (extinction épigénétique dun gène, activation
transcriptionnelle, microARNs) et des profils dexpression (expression ectopique,
dérèglement au cours du développement) de gènes critiques de la régulation du cycle
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cellulaire, favorisentunétatpermissifpourlaprolifération.Ainsi,deuxclassesdegènesetde
mutations, intimement imbriqués, ont été identifiés aux sein des différents niveaux de
signalisation et de régulation du cycle cellulaire : les protooncogènes, avec desmutations
« gaindefonction »,etdessuppresseursdetumeurs,avecdesmutations« pertedefonction ».
Dans une cellule normale, les produits des protooncogènes agissent à différents
niveaux en stimulant la prolifération cellulaire : ce sont les régulateurs positifs du cycle
cellulaire(telsqueleseffecteursdecascadesdesignalisationpromitotiques,leskinasesCdks,
lesCyclinesetleursactivateurs).Leursversionsmutées,alorsappelés oncogènes,favorisent
lacroissancetumorale.Plusen détail,cesmutationspeuventconduireàlaproductionparla
cellulecancéreusede facteursdecroissancedontelleabesoin;àlasuppressiondudomaine
extracellulaire régulateur dun récepteur, qui devient alors constitutif ; à lamutation dune
kinase qui conduit à son hyperactivité ou à la stimulation constitutive dune voie de
signalisation ;àlexpressionélevée,anachroniqueouectopiquedunfacteurdetranscription
quichangealorsquantitativementetqualitativementleprogrammegénétiquequilcontrôle
A lopposé, il existe des gènes dont la perte de fonction a un caractère délétère. La
mutation dun gène suppresseur de tumeur confère un phénotype récessif, illustré par la
possibilitédecorrigercertainsdecesphénotypesparlaréintroductiondelaversionsauvage
du gène. Parmi les suppresseurs de tumeur on trouve les inhibiteurs du cycle cellulaire
(inhibiteurs des Cdks, des substrats des Cdks tels que pRb), mais aussi les gènes clés des
mécanismes de surveillance et de lapoptose, dont larchétype est la protéine p53.
Linactivationdungènesuppresseurde tumeurconduit les cellulesàsaffranchirdes freins
qui lui imposentlemilieuextracellulaireetdessystèmesdesurveillancedugénome.
2. LavoieE2F/RB danslecancer
Linterconnexion fonctionnelle des complexes Cdk4/6Cycline D et des CKIs avec la
voie delaprotéine pRbfaitquenimportequellemutationdecettevoiedesignalisationa des
conséquences similaires au niveau de lexpression et lactivité du facteur E2F1, et de façon
plusgénérale, auniveaudelaprogressiontumorale.Cestlavoiedesignalisationquicontrôle
lentrée en prolifération, il nest pas surprenant quapproximativement 90% des cancers
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humains aient des anomalies dans les composants de cette voie de régulation (Figure 15)
(Hall&Peters,1996).
Les Cyclines D sont souvent surexprimées dans les tumeurs, en raison daltérations
chromosomiques ou damplifications de gènes. En effet, environ 50% des cancers du sein
invasifsprésententdesniveauxélevésdecyclineD1 (WeinstatSaslowetal,1995).Deplus,
lesCyclinesDpeuvent contribuer à la tumorigenèse indépendammentde leurspartenaires
Cdk4/6,vialarégulationdelactivitédefacteursdetranscription(stimulationdelactivitédu
récepteur aux strogènes, répression de facteurs transcriptionnels de la différenciation
cellulaire) (Ratineauetal,2002;Zwijsenetal,1998;Zwijsenetal,1997).Desamplifications
similairesàcelledesCyclinesDontétédécritespourlesgènescodantpourlesCdk4/6dans
deslignéescellulairesdemélanome,sarcome,gliomeetcancerdusein (Elsayed&Sausville,
2001).
Figure15. LavoiedesignalisationE2F/RBdanslescancershumains.
Lestumeurshumainescontiennent fréquemmentdesaltérationstellesquedesmutations
ponctuelles, des délétions, des amplifications ou des méthylations de promoteurs, au
niveau des gènes codant pour les composants de la voie de signalisation E2F/RB. Les
mutations peuvent être activatrices ou inhibitrices en fonction de la protéine. Des
exemplesdecancerhumains, danslesquelsontrouvecetypedaltérations, sontdonnésà
gauchedechaquecomposant.(adaptédeDimova&Dyson,2005)
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Lepointde restriction,quiengage irréversiblement la celluledans le cycle cellulaire
est,defaçonschématique, contrôlé parlesrépresseurstranscriptionnelsdelafamillepRb.In
vitro,lescellulesdélétéesdesprotéinespRb,p107etp130manquentdunpointderestriction
fonctionnel etsontcapablesdesediviserenabsencedesignauxmitogènes (Dannenbergetal,
2000;Sageetal,2000).LenomdelaprotéinepRbvientdesacontributionaudéveloppement
du rétinoblastome, cancer ophtalmologique pédiatrique héréditaire. Cependant, il est aussi
fréquemment retrouvé muté dans les cancers du poumon et dans les leucémies aiguës
lymphoblastiques (Hall & Peters, 1996; Knudson, 1971). Son activité est perdue :  lors de
mutations de délétion ou fauxsens, qui résultent en des formes tronquées et non
fonctionnelles de la protéine ;  par linteraction avec des protéines virales qui séquestrent
complétement la protéine (protéine E7 du papillomavirus humain, protéine E1A de
ladénovirus,antigènegrandTduvirusSV40) (Barteketal,1996;Gageetal,1990;Huetal,
1990).LesautresmembresdelafamillepRb,p107etp130, sontrarementretrouvésmutéset
associésàlaprogressiontumorale (Barteketal,1996).

Les inhibiteurs INK4 fonctionnent également comme des répresseurs du cycle
cellulaireparleurinhibitiondelactivitédescomplexesCdk4/CyclineD,cequifaitdeuxdes
gènes suppresseurs de tumeurs. Le gène p16 est modifié dans un grand pourcentage de
tumeurs humaines, invalidé par des délétions, des mutations ponctuelles et des
hyperméthylations.Desdélétionsdep16ontétédécritesdansenviron50%desgliomeset
mésothéliomes,4060%destumeursdunasopharynx,dupancréasetdescanauxbiliaires,et
2030%desleucémiesaiguëslymphoblastiques (Hall&Peters,1996).Notonsaupassageque
legènep16 sesituedanslelocusINK4a/ARF(« alternativereadingframe »),quicontientun
deuxièmegène.Lesdeuxgènessechevauchentdufaitdunépissagealternatif :lesexons1,2
et3codentpour legènep16INK4a,alorsque lesexons1,2et3codentpour legènep14ARF
(p19ARF chezlesrongeurs).Legènep14 estaussiungènesuppresseurdetumeur.Laprotéine
p14agitindépendammentdep16etrégule négativementloncoprotéineMDM2,responsable
de la dégradation de p53 par le protéasome (Zhang et al, 1998). Les grandes délétions du
locusINK4a/ARFaffectentfréquemmentlesdeux gènesp16 etp14,maisaussilegènep15 (un
autreINK4),quisetrouveàproximité (Harper&Elledge,1996).
AuvudesfonctionstransactivatricesdesdifférentsE2Fs,ilpeutêtreenvisagé queles
E2Fs répresseurs se comportent comme des suppresseurs de tumeurs et que les E2Fs
68
activateurssecomportentcommedesoncogènes.Ainsi, lesmutationsdesE2Fsrépresseurs
consisteraient en des pertes de fonctions, des délétions chromosomiques et de lextinction
épigénétique ; et inversement, on sattendrait à des altérationsoncogéniques tellesquedes
gainsdefonction,desamplificationsetdes surexpressionsdelapartdesE2Fs activateurs.
Encequiconcerne lesdonnées issuesdescancershumains, lesE2Fsactivateursont
bienunrôledoncogènes (Tableau 1).Plusieurs travauxdécrivent lamplificationdes locus
des gènes e2f1 et e2f3 comme un événement fréquemment observé dans les carcinomes
hépatocellulaires, les cancers de la vessie, les rétinoblastomes, les liposarcomes et dautres
processusmalins (Hoveyetal,1998;Midorikawaetal,2004;Orlicetal,2006;Szymanskaet
al,1996).La surexpressiondE2F1 etE2F3aaussiétédétectéedanslesglioblastomesetdans
lescancersdupoumon, des ovaires, du sein,ducolonetgastriques (Alonsoetal,2005;Eymin
etal,2001a;Halleretal,2005;Hanetal,2003;Leeetal,2008;Reimeretal,2007).Dansles
cancersdupoumon àpetitescelluleshumains,RB1 estmutédansplusde90%descas,etla
plupartdecescancersmontrentaussiunesurexpressiondE2F1 etE2F3 (Cooperetal,2006;
Eyminetal,2001a;LindbladTohetal,2000).Une relationsimilaireentreRB1 ete2f1,mais
moinsprononcée,aétéretrouvéedanslescancersdepoumonsnonàpetitescellules (Cooper
et al, 2006).Plus rare, dans certains cancers, telsque lesneuroblastomes, les cancersde la
thyroïde et du pancréas, des grandes délétions des régions chromosomiques contenant les
gènes e2f1, e2f2 et e2f3 ont été observées (Bagchi & Mills, 2008; Furukawa et al, 2006).
Laugmentation récurrente des niveaux des E2Fs activateurs dans les cancers peut être
associée à leurfonctionbiologiquepromitotique.
De façoncontradictoireaveccequiauraitpuêtreattendu, lesE2Fsrépresseurssont
rarement trouvés mutés, délétés ou éteints dans les cancers humains. Au contraire, les
donnéesactuellesdévoilentunrôledesE2Fs répresseursdans létablissementdes tumeurs
(Tableau 1). Par exemple, le complexe E2F4p130 a été retrouvé comme répresseur des
gènesdelaréparationdelADN,RAD51 etBRCA1,enréponseàunstresshypoxique invitro
(Bindra&Glazer, 2006; Bindra&Glazer, 2007).De plus, lamplification du gène e2f5 a été
détectée dans des patients atteints de cancer du sein par deux études indépendantes
(Polanowskaetal,2000;Umemuraetal,2009).Dansunedesétudes,lamplificationdugène
e2f5 étaitpositivementcorréléeavecunmauvaispronostic (Umemuraetal,2009).
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Tableau 1.AltérationsgénétiquesdesmembresdelafamilleE2Fdanslescancershumains.
(Chenetal,2009)
3. E2F1 :OncogèneouSuppresseurdeTumeur
Lun des effets biologiques résultant dune expression non régulée dE2F1 est le
déclenchementdu cyclecellulaire,cequisemanifesteparuneentréeconstitutiveenphaseS
(Johnsonetal,1993;Qinetal,1994;Shan&Lee,1994).ChezlaDrosophile, lasurexpression
dE2F1 conduit à lentrée ectopique en phase S (Asano et al, 1996; Du et al, 1996). E2F1
provoque également lentréeenphaseSdecellulesdifférenciéesetquiescentesdArabidopsis
(Rossignol et al, 2002). Chez les mammifères, la surexpression dE2F1 déclenche non
seulement laphaseS chezdes fibroblastesmurinsquiescents etdautres lignées cellulaires
quiescentes (DeGregorietal,1997),maisestaussicapabledestimulerlaprogressionducycle
cellulairedefibroblastesmurinsdansuncontexteantiprolifératif :enabsencedesérum,par
70
inhibition des CDK ou par traitement auTGFb (DeGregori et al, 1995; Johnson et al, 1993;
Schwarzetal,1995).Cettepuissantecapacitéàinduirelecyclecellulaireestillustrée parle
fait que la surexpression dE2F1 dans des lignées primaires conduit à leur transformation,
seulouencombinaisonavecloncogèneras (Johnsonetal,1994;Singhetal,1994).

Leseffetsproprolifératifsetoncogéniquesliésà la surexpressiondE2F1, observésà
partirdeculturescellulaires, sontaussi retrouvés invivo.Lexpression transgéniquedE2F1
dansdesmodèlesmurinstransgéniquesa pour conséquencelentréeaberranteencycledes
cellules,unehyperplasieetmêmelaformation detumeurs auniveaudutissuciblé (Tableau
2). Ainsi, lexpression transgénique dE2F1 dans la rétine est capable dinduire lentrée en
cycledecellulespostmitotiques (Chenetal,2000).Lorsque surexpriméspécifiquementdans
les mégacaryocytes, E2F1 bloque la différenciation terminale et induit la prolifération des
cellules (Guy et al, 1996). Ce phénotype non différencié ne peut alors pas être corrigé par
ladministrationde facteursdecroissanceplaquettaires.Dans lemodèlemurinK5E2F1,où
E2F1 est surexprimé au niveau de lépiderme et des autres tissus exprimant la kératine 5
(principalementlestissusépithéliauxpavimenteux),E2F1promeutlaproliférationcellulaire
etlhyperplasie (Pierceetal,1998a;Pierceetal,1999).Lasurexpressionciblée dE2F1 dansle
foie et son expression transitoire dans les testicules, sont à lorigine dune dysplasie, cequi
montre que lexpression dérégulée dE2F1 suffit à déclencher, in vivo, une prolifération
aberrante(Conneretal,2000;Holmbergetal,1998).

En plus dinduire la prolifération incontrôlée et nonmaligne des tissus, lexpression
transgénique dE2F1 peut aussi provoquer le développement de tumeurs, seul ou en
combinaisonavecdautresmutationsoncogéniques. LemodèlemurinK5E2F1développedes
tumeursdanslapeau,levagin,lestomacetlesépithéliumsodontogènes (Pierceetal,1999).
Laccumulation de la perte de p53 accélère la tumorigènese dans ce modèle (Pierce et al,
1998b).Danslefoie,enplusdela dysplasie, lasurexpressiondE2F1provoquelaformation
spontanéedetumeurs (Conneretal,2000).Parailleurs,descellules exprimantuneversion
mutéedE2F1,nepouvantpaslierpRb,formentdestumeursdanslessourisnude (Johnsonet
al,1994).

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Tableau 2.Modèlesmurinstransgéniquesdes membresdelafamilleE2F.
(Chenetal,2009)
De façon paradoxale, E2F1 ne possède pas seulement un pouvoir oncogénique
important,maisil estégalementcapabledinduireefficacementlapoptoseetdagircommeun
suppresseurdetumeurs (Holmbergetal,1998;Pierceetal,1999).Cettefonctionbiologique
peut être considérée comme un mécanisme de sécurité qui contrecarre son potentiel
tumorigènequandsonexpressionet/ousonactivitésontdérégulées.
Dans les expériences faites à partir de cultures cellulaires, la surexpression dE2F1
dans les 3T3 conduit non seulement à lentrée en phase S,mais déclenche également leur
apoptose (DeGregori,2002;Dimrietal,2000;Trimarchi&Lees,2002).Dansdesfibroblastes
murinstransformés,lasurexpressiondE2F1réduitlaformationdecolonies,mêmedansun
contexteoùras estmuté (Johnsonetal,1994;Shan&Lee,1994;Singhetal,1994).
Cependant, lapreuvelaplusévidentedurôledE2F1 desuppresseurdetumeursestla
souris e2f1/ (Tableau 3). De façon surprenante, cette souris développe des tumeurs. Les
souris e2f1/ développent des sarcomes au niveau du tractus reproductif, des
adénocarcinomes pulmonaires ainsi que des lymphomes (Field et al, 1996; Yamasaki et al,
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1996). En plus de ce phénotype, elles présentent une atrophie testiculaire, des anomalies
histologiques au niveau de tissus à fonction exocrine (comme la glande salivaire ou le
pancréas) et montrent des défauts de lapoptose au niveau de la sélection négative des
thymocytes.
Parailleurs,lessourisdoubleknockout poure2f7/8,meurentinutero avecdesniveaux
importants dexpression dE2F1 et une apoptose massive (Tableau 3) (Li et al, 2008). Ce
phénotype sexplique par le fait quE2F7/8 sont des répresseurs directs de lexpression du
facteurE2F1.Defaçonsimilaire, linactivationhomozygotede RB1/chezlasourisconduità
unelétalitéembryonnaireaccompagnéedeproliférationetdapoptosemassivesetectopiques
dansdenombreuxtissus (Clarkeetal,1992;Jacksetal,1992;Leeetal,1992).Linvalidation
dugènee2f1 réussitàcompenserpartiellementlesphénotypesdeproliférationetdapoptose
aberrantedecessouris (Tsaietal,1998).Lacompensationpartielleduphénotypepermetla
viabilitédelembryon jusquà desstadesdedéveloppementplustardifs.
Tableau 3.DéfautsdembryogenèsesdessourisknockoutdesmembresdelafamilleE2F.
(Chenetal,2009)
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Au niveau tissulaire, lexpression soutenue dE2F1 dans les testicules des souris
conduitàuneapoptosemassiveetàuneatrophietesticulaire(Holmbergetal,1998).Dansle
foie, après une première phase de dysplasie, les cellules entrent également en apoptose
(Tableau2) (Conneretal,2000).

Enfin,unexemplefrappantdurôlecomplexedE2F1danslaproliférationcellulaireest
donné par létude des souris hétérozygotes RB+/; e2f1/. Les souris hétérozygotes RB+/
développentdes tumeursde la glandepituitaire etde la thyroïde. Lagénérationdes souris
hétérozygotes RB+/;e2f1/apermisdemontrerqueladélétionde2f1 danscessourisréduit
lincidencedesdeuxtypesdetumeurs(pituitairesetthyroïdiens),enprolongeantladuréede
vie« libredetumeurs »delasourisRB+/(Yamasakietal,1996).

Ces observations illustrent bien lerôleparadoxaldE2F1 : sapertepeutautant induire
ledéveloppementdetumeurs queréduireleurformation, enfonctionducontextemoléculaire
et du tissu concerné. Tant in vitro quin vivo, E2F1 peut avoir des fonctions opposées
doncogèneetdesuppresseurdetumeurs selonlecontextecellulaire.
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4EME PARTIE :
E2F1ETAPOPTOSE
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IV INDUCTIONDELAPOPTOSEPARE2F1
A ACTIVATIONDE2F1 ENREPONSEAUXDOMMAGESALADN
1. FonctiontranscriptionnelledE2F1 danslespointsdecontrôleetdans
laréparationdelADN
Les points de contrôle sont des voies moléculaires qui à un stade précis, lient la
progression du cycle cellulaire au maintien de lintégrité de linformation génétique de la
cellule.Cesontfreinsquipeuventêtreactivésenréponseàdesstressextracellulaires,mais
aussiintracellulairestelsquedeslésionsdelADN.
La signalisation des dommages à lADN consiste en une réponse moléculaire
extrêmementconservée.Schématiquement,lesystèmedesurveillancedelintégritédelADN
estorganiséen troisniveaux :    desdétecteurs,quisontsensiblesauxanomaliesde lADN
(mais aussi, aux défauts du cytosquelette ou aux perturbations métaboliques) ;  les
messagers, qui sont généralement des protéines kinases et des molécules régulatrices ou
adaptatrices ;  des effecteurs, quimodifient directement lesmolécules impliquées dans le
cyclecellulaire,laréplicationetlaréparationdelADN,oulapoptose.Encasdanomalie,ces
mécanismes stoppent la progressiondu cycle cellulaire, enmême tempsquils activent des
processusderéparationdelADNet demortcellulaireparapoptose.
Chez les mammifères, en présence de dommages à lADN, la cascade de
phosphorylations est initiée par deux kinase de la superfamille des Phosphatidylinositol3
kinases : ATM (« AtaxiaTelangectasia Mutated ») et ATR (« ATMRad3related »). ATM est
essentiellementactivéesuiteauxcassuresdoublebrincausées pardesradiationsionisantes,
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alorsqueATRestcapablederépondreaussiaux radiations ultraviolettes (UV)etàlarrêtde
la fourchederéplication (Osbornetal,2002).Cesdeuxkinases transduisent lesignalàdes
cibles effectrices en aval de la cascade de signalisation et aux deux kinases des points de
contrôle, Chk1 et Chk2, qui provoquent rapidement larrêt du cycle cellulaire (pour revue
Shiloh,2001;Smithetal,2010).

Un grand nombre de gènes intervenant dans la réparation de lADN (RPA13,
RAD51/54,MSH2/6, etMLH1), la recombinaisonet lespointsde contrôledesdommagesà
lADN (BRCA1/2, ATM, Chk1, TP53) a été isolé lors de cribles cherchant à identifier des
promoteurs cibles dE2F1 (Ishida et al, 2001; Polager et al, 2002; Ren et al, 2002). Il
sembleraitquecesgènessoientdifféremmentrégulésparE2F1selonlecontextecellulaire.
Lexpression dune partie de ces gènes est régulièrement induite au cours du cycle
cellulaire, suite à la libération du facteur de transcription E2F1 par pRb en approchant la
transitionG1/S.Laccumulationdecesprotéinespréparelacelluleàde possiblesévénements
délétères ou à des réarrangements génomiques lors de la réplication de lADN ou la
ségrégation des chromosomes, qui activeraient les points de contrôle (Myung et al, 2001).
Ainsi,danslescellulesnonstresséeslarégulationpositivedescesprotéinesfaitpartiedela
progressionnormaleducyclecellulaire. Danscesens, lakinaseChk1saccumuleenphaseS
dans des cellules nonstressées en division et garantit que la réplication de lADN a été
complétéeavecsuccès,avantdentrerenphaseM (Bartek&Lukas,2003).Larégulationde
lexpression de Chk1 par E2F1 dans ce cas est un moyen que la cellule se donne pour
contrôler la succession harmonieuse des phases du cycle cellulaire. De la même manière,
lexpression des caspases3, 7 et 9 est naturellement activée par E2F1 à approche de la
transition G1/S, sans pour autant déclencher lapoptose (Nahle et al, 2002). Les caspases
nécessitentdêtreclivéespourêtre catalytiquement actives. Silescellulessontexposéesàun
stress génotoxique important, la cascade de signalisation peut alors induire le clivage et
lactivationdescaspasesaccumuléespourdéclencherrapidementlapoptose,sansattendrela
boucledactivation transcriptionnelleproapoptotique. E2F1ninduiraitdoncpas lapoptose
dansdesconditionsphysiologiques,maisprépareraitlescellulesàlapossiblesurvenue dun
stress.
Dautres cibles des points de contrôle, notamment proapoptotiques tels que p73 et
Apaf1,ne voientleurexpression activée parE2F1 quedefaçonponctuelle, enréponseàun
stressgénotoxique (Komorietal,2005;Pediconietal,2003).Cetteactivitéseraitaboliedans
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les cellules non stressées par la présence de facteurs de survie ou de croissance, et plus
précisémentparlavoiedesignalisationRas PI3kinase Akt (Hallstrom&Nevins,2003).Ila
étéobservédansplusieursétudes, quelesniveauxdelaprotéinedE2F1 augmententquand
les cellules sont traitées par des agents génotoxiques (Blattner et al, 1999; Hofferer et al,
1999; Huang et al, 1997). Dans ce contexte, laccumulation dE2F1 va induire lexpression
spécifiquedegènesdelaréponseauxdommagesàlADNetdespointsdecontrôle,maisaussi
de lapoptose. En effet, la génération de dommages à lADN est un des premiers signaux
identifiés comme induisant lactivité apoptotique dE2F1 (Blattner et al, 1999). De façon
analogue, une expression aberrante dE2F1 ou une activité inappropriée du facteur de
transcription, conduitàuneapoptosemassiveinvitro etinvivo (Hsiehetal,1997;Kowaliket
al,1995;Pierceetal,1999;Qinetal,1994;Shan&Lee,1994).

2. ActivationdE2F1 enréponseàunstressgénotoxique
En réponse aux dommages à lADN, les niveaux de la protéine E2F1 sont régulés
positivement,toutcommeceuxdusuppresseurdetumeurp53 (Blattneretal,1999;Hofferer
etal,1999;Huangetal,1997).LaccumulationdelaprotéineE2F1reflète laugmentationde
lastabilitédufacteur pardesmodificationsposttraductionnelles,maisaussiunesynthèsede
novo. Lesmodifications posttraductionnelles ont aussi pour conséquence la stimulationde
lactivitéapoptotiquedufacteurdetranscription.
Suite à lactivation de la cascade de signalisation des dommages à lADN, E2F1 est
phosphorylé sur les résidus sérine 31 et 364 par les kinases ATM, ATR, Chk1 et Chk2
(Figure 16) (Linetal,2001;Stevensetal,2003;Uristetal,2004).Invitro,lutilisationdARNs
interférents contre les kinases Chk1/2 empêche laccumulation dE2F1 en réponse à des
lésionsde lADN (Uristetal,2004).Cesphosphorylationsstabilisent laprotéineE2F1. Ilest
connu que la régionNterminale dE2F1 est impliquée dans la reconnaissance par SKP2 et
ladressage au protéasome. Dans le cas de la phosphorylation de la sérine 31, cette
modification posttraductionnelle bloquerait la reconnaissance par SKP2 (Iaquinta & Lees,
2007).Parailleurs,lepromoteurdesgènes deskinasesATM/Chk2étantsouslecontrôledu
facteur E2F1, la stabilisation dE2F1 par ces kinases provoque une boucle de rétrocontrôle
positif surleurexpression (Berkovich&Ginsberg,2003;Rogoffetal,2002).Unautresitede
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phosphorylationsurlasérine403dE2F1,nécessaireàsonactivitédansuncontexte destress
génotoxique,aété identifié lorsduneétuderécente (Realetal,2010).Cependant, ilresteà
déterminerquellekinaseestresponsabledecette phosphorylationet, enquellemesure,celle
ciinfluencelactivitéapoptotiquedufacteurE2F1.
Dans le processus de stabilisation du facteur E2F1, il se produit également une
interférence de la voie de dégradation dE2F1 par le protéasome via linteraction avec la
protéine 1433t (Figure 16). Cette « phosphoserinebinding protein » a une forte affinité
envers la formedE2F1 phosphoryléeparATM.Dansun contextededommages à lADN, la
protéine1433t selieàE2F1etempêchesonubiquitination (Wangetal,2004).

Figure16. LaccumulationdesE2Fs« activateurs »faitpartiedelaréponseauxdommagesàlADN.
LesagentscytotoxiquesstimulentleskinasesATM/ATRetCHK1/2,senseursdesdommagesàlADN,qui
en réponse phosphorylent E2F1 sur les résidus sérine 31 et 364 (et E2F3a, sur le résidu sérine 124),
entrainant une stabilisation rapide de la protéine. La liaison des protéines 1433t àE2F1 le protège
dune déphosphorylation.LautoactivationdupromoteurdE2F1/3ainduitleursynthèsedenovo,dans
lebutdemaximiserlesniveauxprotéiquesdE2F1.QuandE2F1estacétylé(résiduslysine125,120,117)
parleshistonesacétyletransférasesPCAFoup300,sensiblesauxdommagesàlADN, ilpeuttransactiver
un panel de gènes cibles proapoptotiques. Dans ce sens, E2F1 est lunique E2F exécuteur de lamort
programméedelacelluleenréponseauxdommagesàlADN.(adaptédeEngelmann&Putzer,2010)
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Lacétylation est une autre modification traductionnelle qui stimule lactivité
apoptotique dE2F1 sous stress génotoxique, en renforçant son recrutement au niveau des
promoteursdesgènesproapoptotiques (Figure 16).LeshistonesacétyletransférasesP300
etP/CAF(« p300/CREBbindingproteinassociatedfactor »),inductiblesenréponseauxstress
cellulaires, sont les responsables de lacétylation dE2F1 (Galbiati et al, 2005; Ianari et al,
2004).Cettemodificationposttraductionnellesembleaffecterlechoixdespromoteurscibles.
Elledirige lactivité transactivatricedE2F1 versdespromoteursdegènesproapoptotiques
telsquep73,à la faveurduneréponseapoptotique (Pediconietal,2003).
 Enfin, il a été récemment démontré que la synthèsedenovo joue un rôle important
danslaccumulationdE2F1 enprésencede dommagesàlADN. Lastimulationdelasynthèse
dE2F1 sefaitenpartieenréponseàunebouclederétrocontrôlepositif,oùlefacteurE2F1
stabiliséetactivé, transactivesonproprepromoteur (Carcagnoetal,2009).Cependantcette
boucledetransactivationestpluscomplexe. Ilaétémontréque le facteurE2F3aest leseul
E2Fadditionnel capablede répondreaustressgénotoxiqueetquil exerce sonactivitépro
apoptotiqueenstimulantlatranscriptiondE2F1 (LazzeriniDenchi&Helin,2005;Martinezet
al,2010).
Defaçonintéressante,lefacteurE2F3anestpascapabledinduirelapoptosedansdes
cellules déficientes en E2F1, alors quE2F1 peut induire efficacement lapoptose malgré
labsencedeE2F3a (LazzeriniDenchi&Helin,2005).Cesobservationsaccentuentlerôleclé
jouépar E2F1dans laprisededécision quidéterminesi lescellulesdoiventsedirigervers
lapoptoseounon.
LafonctionessentielledE2F1 danslinductiondelapoptoseestaussisoulignéeparsa
relationavecpRbdansuncontextedestressgénotoxique. LaprotéinepRbexercesonrôlede
suppresseur de tumeur essentiellement par son habilité à lier et inactiver les facteurs de
transcriptionE2Fs.DanslecasdE2F1,pRbestcapabledétabliruneinteractionadditionnelle
grâce à undomaine enCterminal spécifiquedE2F1 (Dick&Dyson, 2003). Il a étémontré
quen présence de dommages à lADN cette interaction additionnelle est levée par
lacétylation du domaine Cterminal de pRb (Markham et al, 2006). Cette modification
naffecte pas la liaison de pRb aux autres E2Fs, ce qui permet demaintenir verrouillés les
promoteurs des gènes du cycle cellulaire, alors quE2F1 peut activer ses cibles pro
apoptotiques. De plus, dautres études montrent que pRb en association avec E2F1, peut
stimuler lactivitéproapoptotiquedeceluici,enrecrutant lhistoneacétylaseP/CAFsur les
promoteurs desgènesdep73etlacaspase7(Ianarietal,2009).
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B LES DIFFERENTES VOIES APOPTOTIQUES REGULEES PAR
E2F1
Au cours de ces dernières années, de nombreux travaux ont cherché à comprendre
comment E2F1 induisait lapoptose. La compréhension actuelle fait de la signalisation
apoptotique dE2F1 un mécanisme complexe en raison du nombre grandissant de cibles
génétiques et de voies apoptotiques identifiées comme étant dépendantes dE2F1. Cette
signalisationfaitintervenirnonseulementdesrégulationstranscriptionnelles,maisaussides
interactions protéineprotéine et des modifications posttraductionnelles, qui vont être à
lorigine dune variété de mécanismes apoptotiques. Habituellement, les mécanismes
apoptotiques induits par lexpression ectopique dE2F1, ou en réponse aux dommages à
lADN, sont classés comme étant dépendants ou indépendants de la protéine p53. Les
différentesvoiesapoptotiquesréguléesparE2F1ontétérécemmentdiscutéesparEngelmann
etPützerdansunerevuepubliéeen2010. Jenproposeunesynthèsedans leschapitresqui
suivent.
1. E2F1activelafamillep53
Defaçonsurprenante,lactivationtranscriptionnelledirectedugèneTP53 parE2F1 na
étédémontréetpubliéquencetteannée2011 (Bug&Dobbelstein,2011).Létudeaétéfaite
dans une lignéedegliomehumain, lesU251.Lesauteursont identifié deuxsitesconsensus
putatifsdeliaisondE2F1(unsiteproximaletunsitedistalparrapportaupoint+1dugène
TP53) et mis en évidence lassociation dE2F1 au promoteur de TP53 au niveau du site
proximal,paruneapprochedImmunoprécipitationdeChromatine.Enparallèle àcetteétude,
lestravauxquenousavonsfaits aulaboratoire, surlaliaisondE2F1 àsesciblespromotrices,
ontégalementmontréune fixationdE2F1 auniveaudupromoteurdep53dans lescellules
HeLa.
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LepremiermécanismeapoptotiquedécritcommeétantinduitparE2F1estlactivation
dep53 grâceà sa stabilisation.Le facteurE2F1stimule lexpressiondugènep14ARF,dont le
produitrégulenégativement lE3ubiquitineligase MDM2,responsablede ladégradationde
p53parleprotéasome (Batesetal,1998;Hiebertetal,1995).Laccumulationdep53sesuit
delactivationdesesciblesgénétiquesetdel'entréeenapoptose.
LefacteurE2F1estégalementcapabledecoopéreraveclapoptosedépendantep53en
interagissentdirectementavec laprotéinep53.Cette interactionpeutêtre faitepartous les
E2Fs activateurs en raisondundomainede liaison situé en leur extrémitéNterminale. Ce
domaine de liaison à p53 est aussi un motif de liaison à la Cycline A. Au cours du cycle
cellulaire« normal »,laliaisondelaCyclineAàE2F1empêche lacoopérationdeceluici avec
p53 et prévient ainsi linduction aberrante de lapoptose. Cependant, dans un contexte de
stressgénotoxique,lesniveauxdeCyclineAdiminuent ;etdefaçonconcomitante,lesniveaux
dE2F1, de p53et du complexe augmentent (Hsiehetal,2002).
Lactivation delatranscription des kinases despointsdecontrôle(ATM,Chk1,Chk2)
parE2F1 enprésencede lésions à lADN conduit à la phosphorylationdep53 et contribue
ainsi àsastabilisation (Figure 17) (Berkovich&Ginsberg,2003;Yangetal,2008).Deplus,il
aétémontréquE2F1peutégalement induirelexpressiondecertainscoactivateursdep53 :
ASPP1/2,JMYetTP53INP1.Cescoactivateursengagentlapoptoseenstimulantlafixationde
p53auniveaudesesciblespromotricesapoptotiquesouenprovoquant laphosphorylation
dep53 (Hershkoetal,2005).
Parallèlement aux travaux démontrant limpact dE2F1 sur lactivation de p53, des
travaux sur des cultures cellulaires ou sur des modèles murins transgéniques ont montré
quE2F1estcapabledinduirelapoptose, mêmeenabsencedep53(Hsiehetal,1997;Phillips
etal,1997).Cecisexpliqueenpartieparlefaitquelesdeuxfacteursdetranscription,E2F1et
p53, partagent un grand nombre de cibles dans la cascade de signalisation apoptotique :
APAF1,SIVA,NOXAetPUMA (Fortinetal,2004;Furukawaetal,2002;Hershko&Ginsberg,
2004). De plus, E2F1 active directement la transcription de p73, lhomologue de p53, qui
partagedavantage deciblespromotricesapoptotiques avecp53 (Irwinetal,2000;Stiewe&
Putzer,2000).
Laredondance dE2F1,p53etp73danslactivationdecertainsgènesproapoptotiques
peutêtreconsidérée commeunecoopérationpermettant la maximisation et laconvergence
rapide verslamortcellulaire.Parailleurs,larégulationcommuneetspécifiquedegènespro
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apoptotiques par ces trois facteurs peut également être considéré comme un système de
défense intégré, contreledéveloppementtumoral.
2. Inductiondelavoieapoptotiquemitochondriale
LetravailsurlesvoiesapoptotiquesinduitesparE2F1arévéléquungrandnombrede
gènes proapoptotiques sont directement contrôlés par ce facteur de transcription (Figure
17).

Figure17. Voiesdesignalisationdelapoptose« classiques »induitesparE2F1.
E2F1stimuleleprogrammedemortdelafamille p53 enrégulantdirectement etindirectementla
stabilitédelaprotéinep53ouenactivantlatranscriptiondesgènesTP53etTP73.E2f1induitla
transcriptiondunpaneldeprotéineseffectricesquiprovoquent le relargagede cytochromec et
lactivationdescaspases.Lesprofils dactivation trancsriptionnelleproapoptotiquedE2F1 etde
FOXO3sesuperposentpartiellement.Lesflèchescorrespondentàunerégulationpositive(vert)ou
négative (rouge)de la transcription.Les lignes enpointillées reflètentdes interactionsprotéine
protéine.(adaptédeEngelmann&Putzer,2010)
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IlaétédécouvertquelefacteurE2F1joueunefonctionclédanslaperméabilisationde
lamembranemitochondrialeexterne,enrégulantpositivementlatranscriptiondetoutesles
protéines BH3unique actuellement connues (BID, BIK, BIM, BNIP3, HRK, NOXA et PUMA)
(Caoetal,2004;Hershko&Ginsberg,2004;Realetal,2006;Stanelleetal,2002).Lexpression
desprotéinesBH3uniquepermet laformationdecomplexesapoptotiquesdeprotéinesBH1
3,cequidéclenchelerelargageultérieurdecytochromeCpar lamitochondrie (Zhangetal,
2007).ParmilesprotéinesBH13,BOK estaussirégulédirectementparE2F1 (Rodriguezet
al,2006).Alinverse,lefacteurE2F1régule négativementlexpressiondesmembresMcl1et
Bcl2delafamilleantiapoptotiqueBcl2(mêmesilanaturedelarégulationsurBcl2resteun
sujetdedébat) (Eischenetal,2001;GomezManzanoetal,2001).
La régulation des voies apoptotiques à différents niveaux est caractéristique de
lactivité du facteur E2F1. Cette affirmation est vérifiée par le fait quE2F1 contrôle la
transcription de protéines effectrices, en aval de la cascade de signalisation apoptotique
mitochondriale. En effet, il a été montré que le facteur de transcription E2F1 active
lexpressiondeplusieurscaspases(caspase3,7,8et9), deleur régulateurSmac/DIABLO
ainsique delaprotéineApaf1(Caoetal,2004;Nahleetal,2002;Xieetal,2006).
De façon indirecte,E2F1contrôle lavoiemitochondrialede lapoptose enactivant la
transcriptiondautresrégulateursproapoptotiques telsquelefacteurdetranscriptionE1AF
(qui régule le promoteur de BAX), linhibiteur de protéases MASPIN, le facteur de
transcriptionKLF10(inducteurdapoptoseenconditionsdestressgénotoxique)etlakinase
ASK1(quiphosphorylelaMAPkinasep38etactivelavoiedesignalisation apoptotique) (Ben
Shacharetal,2010;Engelmannetal,2010;Kherroucheetal,2006;Weietal,2008).
 Enfin, corroborant lidée dune redondance signaux permettant le déclenchement
dune réponse efficace, E2F1 régule le facteur de transcription FOXO3 (« Forkhead box
factor ») (Nowak et al, 2007). Ce facteur de transcription contrôle la transcription de
nombreuxgènesapoptotiques(BIM,NOXA,PUMA),dontunepartieestencommunavecE2F1
(Dijkersetal,2000;Obexeretal,2007;Youetal,2006a).Deplus,delamêmefaçonquE2F1,
FOXO3 stimule lapoptose p53dépendante en interagissant avec p53. FOXO3 semble donc
êtreunaxedactivation cumulatifàlactivationdelapoptosepar E2F1 (Youetal,2006b).

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3. Inhibitiondesfacteursdesurvie
Un autremécanisme par lequel E2F1 contribue au déclenchement de lapoptose est
linhibitiondessignauxdesurvie (Figure 18) :
a)LefacteurE2F1activelexpressiondeSIVA,inhibiteurduprogrammedesurviedu
facteurdetranscription NFkB (Fortinetal,2004).LaprotéineSIVAstimulelubiquitination
et ladégradationde ladaptateurTRAF2 et inhibeainsi lactivationdeNFkB enréponseau
TNF (Gudiet al,2009).E2F1 interfèreégalementavec cettevoiede survieen se fixantà la
sousunitép65dufacteurNFkB,cequiabrogelacapacité deNFkB àlierlADN (Tanakaetal,
2002).

b) La réponse au stress du Réticulum Endoplasmique (RE) est engagée quand
lhoméostasieduREestdéréguléeetquedesprotéinesmalrepliéessaccumulent.Enfonction
delabalancedeprotéineschaperonnesprésentesdansleRE,la réponseaustressduREpeut
conduire soit à la survie, soit à la mort de la cellule. Il a été montré quE2F1 régule
négativement lexpression de la chaperonne BIP, qui fait pencher la balance vers la survie
cellulaire (Miyakeetal,2000).E2F1se fixesur lepromoteurdugènedeBIPetdéplace les
facteursactivateursquinormalementrépondentaustress duRE (Raceketal,2008).

c)Lavoiedesignalisation desMAPkinasesestlaprincipalevoiedetransductiondes
signauxdecroissanceetproliférationcellulaire.Cettevoieestnégativementréguléepar les
phosphatases DUSP. En présence dun stress oxydatif, E2F1 active la transcription de ces
phosphatases (Wang et al, 2007a; Wang et al, 2007b; Wu et al, 2007). Cette étape est
nécessaireàlamortdelacelluleparstressoxydatif.
d)Enfin,SIRT1estunedéacétylasedeclasseIIIdépendanteduNAD+,quijoueunrôle
clédanslasurviedelacelluleensefixantetencontrecarrantlactivitétranscriptionnelledes
facteursp53,p73etE2F1 (Daietal,2007;Vazirietal,2001;Wangetal,2006).Enréponse
aux dommages à lADN, E2F1 induit lexpression de SIRT1 (Wang et al, 2006). Ceci est
considéré dans la littérature comme une boucle de rétrocontrôle négatif avec un potentiel
oncogénique.Paradoxalement,desétudesrécentesontmontréquenréponseauxdommages
à lADN, E2F1 peut inhiber lactivité déacétylase de SIRT1 selon deux mécanismes.
Premièrement, E2F1 active la transcription du gène HIC1, dont le produit a une fonction
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antagonistedecelledeSIRT1parrapportàp53 (Jenaletal,2009).Deuxièmement, lestress
génotoxique diminue la quantité de NAD+, ce qui inhibe lactivité de SIRT1 et favorise la
formation du complexe activateur PCAF/E2F1 au niveau du promoteur P1 du gène TP73
(Pediconietal,2009).

Figure18.Inhibitiondessignauxdesurvieetinductiondelapoptose« noncanonique»parE2F1.
E2F1perturbelessignauxdesurvie cellulaireensupprimantlasignalisationdeNFkB,delakinaseERK
etdes chaperonesdu stressduRE, ainsi quen inhibant ladésacétylationdep53, dep73 etdesE2Fs.
E2F1estégalementassociéauxmortscellulairesparanoikisetparladégradationdeprotéinesinduite
par le stress. E2F1 altère lexpression génique en stimulant un épissage proapoptotique. Les boites
oranges contiennent les cibles transcriptionnelles dE2F1. Les flèches correspondent à une régulation
positive(vert)ounégative(rouge)delatranscription.Leslignesenpointilléesreflètentdesinteractions
protéineprotéine. (adaptédeEngelmann&Putzer,2010)
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4. Voiesnoncanoniquesdemortcellulairerégulées par E2F1
La présence de dommages à lADN génère des réponses dites noncanoniques qui
favorisentlamortdelacellule.E2F1sembleaussiparticiperàlactivationdecertainesdeces
voiesalternatives délétères (Figure 18).
Lanoikisestuntypedemortcellulaire normalement initiéeàlasuitedudétachement
d'une cellule de lamatrice extracellulaire. Les dommages à lADN déclenchent lamort par
anoikisenfaisantintervenirlactivité transcriptionnelledE2F1 (Prendergastetal,2009).
Encore,enprésencedunstress,lacelluleestcapabledadapterlépissagedespréARNm
etdefavoriserdes transcritscodantpourdesprotéinesrequisesdemanièretransitoirepour
laréponseaustress.Cephénomèneaétédécritdanslaréponseauxdommagesà lADN.De
nombreux transcrits sont sujets à des épissages alternatifs codant pour des isoformes pro
apoptotiques. E2F1 est capable de stimuler lexpression du facteur dépissage SC35 et
favoriserainsi, lexpressiondesisoformesproapoptotiquesdescaspases8et9,BclXetde
cFLIP (Merdzhanovaetal,2008).
Enfin, des travaux récents confèrent à E2F1 la capacité dactiver de lexpression de
microARNsquirégulentnégativementlexpressiondesgènesdesurvieet/oucoopèrentavec
p53pourinduirelapoptose (Lizeetal,2010;Yangetal,2009).
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IREGULATIONDELACTIVITE
TRANSCRIPTIONNELLEDUFACTEURE2F1
PARAPI5
A API5 CONTRIBUEALACTIVITETRANSCRIPTIONNELLEDE2F1
AUMOMENTDE LATRANSITIONG1/S DUCYCLECELLULAIRE
Rationnel
Létude du FGF2, des mécanismes de la régulation de son expression, ainsi que sa
fonctionconstitueunedesthématiquesderecherchedeléquipeduProfesseurHervéPrats.
Ilexistecinqisoformes protéiques duFGF2danslacellulehumaine, issuesdunmême
ARNmpar lutilisationdecodonsdinitiation de la traduction alternatifs (CohenJonathanet
al,1997).Lapluspetitedesisoformes,FGF218kDa,aétélargementétudiéeetlenombrede
publications la concernant est vaste. En revanche, les formes de haut poids moléculaires,
hmwFGF2,sontpeuconnues.
Dans léquipe, une étude portant sur lidentification de partenaires dinteraction des
grandesisoformesduFGF2apermislamiseenévidencedunenouvelleprotéinenucléaire :
Api5.LacaractérisationdelaprotéineApi5,desonprofildexpressionetdesoninteraction
avec les hmwFGF2 a été publiée en 2000 (VandenBerghe et al, 2000). Parallèlement à ce
projetderecherche,uneautreétudea indépendammentidentifiéeApi5poursespropriétés
antiapoptotiques (Tewarietal,1997).
En2006, lapublicationduntravail important, réalisésur modèlede laDrosophile, a
placé Api5 dans la voie apoptotique régulée par E2F1 (Morris et al, 2006). Dès lors, Api5
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devenait un inhibiteur spécifique de lapoptose induite par E2F1. Cependant aucun
mécanismemoléculairenaétéproposépourcetteinteractionfonctionnelle.
Cestdanscecontextequejesuisarrivéedansléquipeen2007 pourtravaillersurun
projetderechercheportantsurlaprotéineApi5 etsonimplicationdanslesvoiesréguléespar
lefacteurE2F1.
Objectifs
E2F1 est un facteur transcriptionnel qui par son activité, peut déclencher le cycle
cellulaire maisaussi lapoptose.Api5possèdedesdomainescaractéristiquesdes facteurset
coactivateurs de transcription (motif LXXLL et domaine leucine zipper) et un domaine de
transactivationaucurde sastructure.Nousavonsalorsémisdeuxpremièreshypothèses :
1)Api5,inhibiteurdelapoptoseinduiteparE2F1,pourraitinterférerdanslesautresactivités
biologiquesdE2F1,notammentle contrôleducyclecellulaire ;2)Linteractionfonctionnelle
dApi5 etE2F1pourraitsefaireau niveautranscriptionnel.
Mon premier objectif a donc été détudier lexpression dApi5 afin didentifier les
phases du cycle où lexpression, et donc la fonction dApi5, seraient régulées. Le choix du
modèle cellulaire sest porté sur la lignée cellulaire H1299, qui répond aux traitements
classiques desynchronisationcellulaire. La lignéecellulaireH1299estune lignéedecancer
dupoumonnonàpetites cellules,connue pour êtrenullizygotepourp53 (etpRbsauvage).
 Unefoiscetteétapevalidée, meseffortssesontconcentrés surlesciblespromotrices
dE2F1 de la transition G1/S du cycle cellulaire,moment clé de lactivité transcriptionnelle
dE2F1 :monsecondobjectifaétédedéterminersiApi5avaituneinfluencesurlexpression
dE2F1 et/ou ses gènes cibles. La lignée cellulaire HeLa a été retenue pour cette partie du
projet en raison de sa maniabilité. Les cellules HeLa sont issues dun prélèvement dune
métastase de cancer du col de lutérus (dans ces cellules les protéines p53 et pRb sont
inactivéesparlHPV).
Danslasuitelogiquedecettedémarche,jaianalysélesconséquencesfonctionnellesde
lapertedApi5surlecyclecellulaire etlacroissance descellulesH1299.
Enfin, dans le but didentifier un mécanisme moléculaire pouvant expliquer cette
interactionfonctionnelle,jairecherchélassociationdesdeuxprotéines,Api5etE2F1 :1) au
seindun mêmecomplexeprotéique, ou2)enliaisonavecune ciblepromotricecommune.
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ABSTRACT
Background: TheE2F transcriptionfactorsfamilyhasapivotalrolecontrollingthecellfatein
general,andinparticularcancerdevelopment.Theytimelyregulatetheexpressionofseveral
genesrequiredforSphaseentryandprogressionthroughthecellcycle;and,ithasbecome
clearthatthetranscriptionalactivationofat leastonememberof thefamily,E2F1,canalso
induceapoptosis.Anappropriatebalanceofpositive andnegative regulators appears tobe
necessarytomodulateE2F1transcriptionalactivity,andthus cellfate.
Methodology/Principal Findings : In this report, we show that Api5, already known as an
inhibitor of E2F1 inducedapoptosis, participates to the expression E2F1target genes
required for G1/S transition, and to the cell cycle progression and cell growth. Removal of
Api5reducescyclinE,cyclinAandCdk2levels,inducesaG1cellcyclearrestandthus,acell
growthdelay.FlowcytometryanalysisrevealedthatthecellcyclearrestbyApi5depletionby
RNA interference was stronger than by E2F1 depletion. Chromatin immunoprecipitation
assays showed that Api5 contributed to E2F1 transcriptional activity by increasing E2F1
bindingcapacityonitstargetpromoters,throughanindirectway.
Conclusion/Significance : The results described here support the pivotal role of cell cycle
relatedproteins, that likeE2F1,may act as tumor suppressor or as protooncogeneduring
cancer development, depending on the behavior of their positive and negative regulators.
According to the literature and our findings, Api5 inhibits E2F1 inducedapoptosis while
contributingtoE2F1activityonthetranscriptionalactivationofcellcycleassociatedgenes.In
anE2F1transcriptionalactivatedcontext,Api5maymodulateitsactivityandtipthebalance
tocellsurvivalandcycleprogression.
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INTRODUCTION
An equilibrated balance between cell proliferation and apoptosis is required for a
proper organism development and homeostasis. A deregulation between these two critical
processes can lead tomultiplepathologies, themost frequentbeing cancer [1] [2].TheE2
promoter binding factor (E2F) family proteins participate to the control of the balance
between these processes as they can control both cell cycle progression and apoptosis,
depending on the biological context [3] [4]. The E2F family consists of 8members (E2F1
E2F8), traditionally divided into activator (E2F1, E2F2, E2F3a and E2F3b) and inhibitor
(E2F4, E2F5, E2F6, E2F7a/b) subclasses [5]. Additionally, most of the E2Fs form active
heterodimers with a member of the DP protein family, namely DP1 or DP2. Still, the
transcriptionalactivityofthecomplexiscarriedbytheE2Fprotein[4].
The first member of the family to be discovered, E2F1, is a critical target of the
retinoblastoma tumor suppressor protein (pRb) [6] [7] [8]. pRb interactswithDNAbound
E2F1, preventing its transcriptional activitynecessary for theG1/Sphase transition [9].As
the pRb pathway is functionally inactive in most tumor cells, this can result in E2F1
deregulatedactivity,leading touncontrolledcellproliferation[10].
E2F1bestdocumentedactivityistheregulationoftheexpressionofadozenofgenes
involvedintheG1/SphasetransitionandDNAsynthesis,bytargetingtheirpromoters[11].
Mitogenic signals trigger E2F1 activation leading to the transcription of gene encoding for
proteins required for cell cycle progression, such as cyclin E, cyclinA, Cdk2, cdc25, SKP2
[12][13][14][15].
On the opposite, many data from the literature indicate a role for E2F1 during
programmed cell death [16] [17]. Effectively, ectopic expression of E2F1 induces Sphase
entry and subsequently leads to apoptosis [18] [19] [20]. E2F1 overexpression induced
apoptosis has been also reported in in vivo studies [21]. Additionally, E2F1 deficientmice
sufferoflackofapoptosisandaberrantcellproliferation[22].AblationofE2F1inmiceresults
indefects inthymocyteapoptosisandinahigherresistanceto inducedcelldeath[22][23].
Uptodate,theconnectionbetweencellsurvivalandcelldeathcontrolofE2F1isstillpoorly
understoodandneedsfurtherinvestigations.
In this prospect, a work by Morris et al., identified a protein named Apoptosis
inhibitor5/antiapoptotic clone11/Fibroblast Growth Factor2 Interacting Factor
98
(Api5/aac11/FIF) as a critical determinant of E2F1 induced apoptosis in vivo and in vitro
[24].Api5actsdownstreamofE2F1,bysuppressingE2Finducedapoptosis. Iftheliterature
onE2F1isplethoric,verylittleisknownaboutApi5function.
Api5 is a nuclear protein initially identified for its antiapoptotic function. Api5
overexpressionpreventsapoptosisafterserumandgrowthfactordeprivation[25].Recently,
Api5 has been shown to bindAcinus,which preventsAcinusmediatedDNA fragmentation,
andthus,apoptosis[26].Inplants,Api5seemstoconservearoleintheapoptoticpathway.It
hasbeendemonstrated thatApi5canalsoworkasapositive regulatorofprogrammedcell
deathduringtapetumdegenerationinrice[27].Besides,VandenBergheetal,2000identified
Api5 as a binding partner of the prosurvival growth factor FGF2 [8]. Interestingly, Api5
expressionisderegulatedinmultiplecancercelllines,asinvarioushumancancers:cervical
cancer, prostate, Non Small Cell Lung Cancer (NSCLC), and in B cell chronic lymphoid
leukemia(BCLL)[25][29][28][30][31][24][32][26][33].InNSCLC,Api5overexpression
hasbeenassociatedwithpoor survivalofpatients [29].Moreover,Api5depletionhasbeen
shown to be tumor cell lethal under low serum stress [30], whereas Api5 overexpression
promotescellgrowthandmigration.Ithasalsobeenreportedthatthelackofexpressionof
miR143 andmiR145 induces Api5 upregulation in ulcerative colitis, a disease leading to
coloncancer[34].Inthiscontext, Api5mightbeconsideredasaputativeoncogene.
The link between Api5 and E2F1 in the apoptosis pathway has been elegantly
described [24]; nevertheless, it is not known whether Api5, like E2F1, could have a dual
function and couldparticipate to cell cycle regulation aswell. To address thisquestion,we
studiedApi5expressioninsynchronizedcellsandfoundthatApi5isdifferentiallyexpressed
during cell cycle. Our data indicate that Api5 functionally contributes to cell progression
through G1 into S phase, by participating to the activation of G1/S transition genes
transcriptionally regulated by E2F1. Furthermore, Api5 is required for normal cell cycle
progressionand cell growth.Api5 regulation function seems tooccur at the transcriptional
level,increasingE2F1bindingcapacityonitstargetpromoters.
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RESULTS
Api5isdifferentiallyexpressedduringthecellcycle.
Api5hasbeenfunctionallyrelatedtothetranscriptionfactorE2F1inapreviousstudy
[24], which shows that Api5 is able to suppress E2F dependent apoptosis. The E2F1
transcription factor, like the other members of the E2F family, is a cell cycle modulated
protein.InordertobetterdefinetherelationshipbetweenE2F1andApi5,weinvestigatedif
Api5 expression was also regulated during the cell cycle. Consequently, we first analyzed
endogenousApi5proteinexpressioninproliferatingcells.H1299cellsweresynchronizedin
the G1 phase by a doublethymidine block (Figure 1A, t0h) and released by removing
thymidine(Figure1A,t1ht9h).Everyhour,cellswerecollectedandpreparedeitherforcell
cycleanalysisbypropidiumiodideDNAstaining(Figure 1A)orWesternBlotanalysis(Figure
1B),inordertoperformacomparativestudyofApi5andE2F1expressionthroughoutthecell
cycle.Likemanycellcycleregulators,Api5genewasperiodicallyexpressedthroughthecell
cycle. Remarkably, Api5 expression profile was similar to E2F1 pattern, which was in
accordancewiththeliterature[35][36].Api5proteinlevelpeakedattheendofG1phaseand
was significantly reduced, but stabilized, during S phase ; while E2F1 protein level also
peakedduring the G1/Sphase transition but remainedhigh during the S phase (figure 1B,
t0ht4h).Then,bothApi5andE2F1proteinlevelsstartedtodecreaseinG2phaseandbecame
minimalduringtheMphase(Figure1B,t5ht9h).OPA1,amitochondrialprotein,wasusedas
loadingcontrol.TheWesternBlotresultswereconfirmedbyimmunefluorescentstainingin
H1299andHeLacells :Api5andE2F1werealmostundetectablewhenthecellsunderwent
mitosis (Figure 1C, white arrows). The specificity of Api5 and E2F1 immunostaining was
assessedbytransfectingHeLacellswiththecorrespondingsiRNAs(SupplementaryFigure1).
Moreover, we observed that Api5 and E2F1 did not colocalize in the nuclei of HeLa and
H1299cells(Figure1C,merge).
To furtherexamineApi5expression duringG1phaseandatrestrictionpoint,H1299
cellsweremadequiescent,referredascells inG0likephase,byserumstarvation.Then,we
triggeredentry to andprogression throughG1phase intoG1/Sboundarybyadding serum
during 10 hours (cell cycle flow cytometry data not shown). Api5 and E2F1 protein
expressionwaslowerinquiescentcells(Figure1D,0%FBS)ascomparedtonormalcycling
cells (Figure 1D, 10%FBS).However,when the cellswere allowed, by serum refeeding, to
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progress through G1 phase and to pass through the restriction point into G1/S transition
(Figure1D,10hafterrefeeding),Api5andE2F1reachedtheiroriginalprotein level. In fact,
Api5andE2F1expressionwasdetectable inmidG1of cycling cells after7hoursof serum
refeeding (data not shown) and protein levels increased as cells approach the G1/S phase
transition(Figure1D,10hafterrefeeding).
Besides,asE2F1isamaintranscriptionfactorregulatingcellcyclerelatedgenes,the
periodic expression of Api5 during the cell cycle was suspected to be dependent on E2F1
activity.Absenceofdataconcerningapossible transcriptional controlmediatedbyE2F1or
the reciprocal let us consider these hypotheses. To shed light on a reciprocal regulation of
Api5 and E2F1, induction of the G1/S phase transition was examined in cells transiently
transfectedwithApi5orE2F1siRNAs(Figure1D).WesternBlotanalysisshowedthatneither
theknockdownofE2F1didaffectApi5induction ;northeknockdownregulationofApi5did
affectE2F1inductionapproachingG1/Stransition.TheseresultsindicatethatApi5andE2F1
arenotinvolvedineachotherupregulationapproachingG1/Sphasetransition.
Inproliferatingcells,WesternBlotanalysisshowedthetwopreviouslycharacterized
splicingisoformsofApi5namelythe504and510aminoacidsisoforms[28];bothdecrease
whencellsweretransfectedwiththespecificApi5siRNA(targetingbothisoforms)andevolve
similarlyduringcellcycle(Figures1Band1D).WedetectedonlyonespecificbandinWestern
Blot analysis of endogenous E2F1, which decreased when cells were transfected with the
specificsiRNA.
Finally, to determine whether E2F1 expression could be modified by an abnormal
increaseofApi5inthecell,HeLacellsweretransientlytransfectedwithdifferentamountsof
expressionvectorencodingApi5.NoE2F1protein levelvariationwasobservedbyWestern
Blot analysis (Figure 1E). Thus, E2F1 is neither upregulated, nor stabilized in response to
Api5 overexpression. Taken together, these results indicate that Api5 and E2F1 are not
involvedinanyreciprocalcontrol.
Api5knockdown,likeE2F1knockdown,inducesageneraldecreaseofG1/Stransition
E2F1targetgenesexpression.
TheprogressionofthecellsthroughG1andinto Sphasecoincideswiththetemporal
expressionofgeneswhoseproductsarerequiredforthenextphaseofthecellcycle[35].Itis
wellestablishedthatE2F1directlytransactivatesnumeroustargetpromoters,resultinginthe
synthesisofproteinsrequiredduringcellcycleprogression(includingcyclinD1,Myc,cyclin
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E, SKP2, Cdk2, cyclin A), DNA synthesis and replication (e.g. MCM27, CDC6, TK), and
checkpoints (e.g. BRCA12, TP53) [35] [37] [38] [39] (for review refer to [4]). To further
investigate the putative relationship between Api5 and E2F1, HeLa cells were transiently
transfectedwithApi5orE2F1siRNAsandthemRNAlevelofdifferentE2F1targetcellcycle
regulatorswasanalyzedbyquantitativePCR(Figs2Aand 2B).Interestingly,Api5knockdown
inducedasignificantdownregulationofcyclinE,cyclinAandCdk2mRNAlevels,butnotof
CDC25AmRNA level. Similar resultswere obtainedwith theE2F1knockdown (Figure 2A).
ConsistentwithWesternBlotresults(Figure1D),thegeneraldecreaseobservedincyclinE,
cyclin A and Cdk2 mRNA levels when Api5 was depleted, was unrelated to a significant
decreaseofE2F1mRNAlevel(Figs2Aand2B).
Inaddition,weanalyzedtheconsequencesofthedownregulationofApi5orE2F1on
CyclinAprotein levelbyWesternBlotanalysis,as this targethadthestrongestresponse in
quantitativePCRexperiments.As expected,Api5orE2F1 suppression lowered the cyclinA
proteinlevelabouthalf(Figure2Cand2D).
Taken together, Api5 positively regulates the expression of G1/S transition E2F1
targetgeneswithoutaffectingE2F1mRNAandproteinlevels.
To test thehypothesis thatApi5 couldaffect theexpressionof cyclinE, cyclinAand
Cdk2 in a E2F1 independent manner, we examined the effect of double Api5 and E2F1
knockdown.Noadditiveeffectwasobservedwhenbothproteinsweredepleted(Figure2A).
ThisresultindicatesthatApi5andE2F1belongtothesamemolecularpathway,asitsupports
ourhypothesisthatApi5actssolelythroughE2F1.
Api5positively inducescellcycleprogression.
TheresultsdescribedabovesuggestedthatApi5expressioncouldbenecessaryforthe
cell cycle progression. To test this hypothesis, we used a flow cytometry approach to
determinewhetherApi5inhibitionmayimpaircellprogressionthroughthecellcyclephases.
For this purpose, H1299 cells were transfectedwith Api5, E2F1, Api5/E2F1, or scrambled
siRNAs and then analysed for the cell distribution in the different phases of the cell cycle
(Figure 3A). As expected, E2F1 knockdown led to an 8.9% significant increase of the
proportionofcellsinG1phasecomparedtothecontrolexperiment(Figure3B).Thisboostis
likely due to the lack of transcriptional induction of the G1/S transition E2F1 target genes
(Figure2).Asaconsequence,theproportionofcellsinSphaseandinG2/Mphasesdecreased
of7.1%and2.2%,respectively.Consistentwithour results(Figure2),Api5knockdownalso
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inducedG1 accumulation, but thiswasmuchmore higher than the effect induced by E2F1
depletion (23%versus8.9%)..Consequently, thepercentof cells inSphasewasdrastically
reducedfrom43.4%to29.4%whencomparedtothecontrolconditionandsodidthepercent
ofcells inG2/Mphases (from15.1%to10.2%).Therefore, theseresults reveal thatApi5 is
necessaryforanormalcellcycleprogressionandactsmainlyattheG1/Stransition.
WealsoexaminedtheeffectofApi5andE2F1doubledepletiononcelldistributionin
the cell cycle phases. As shown in figure 3B, no cumulative effect was observed. The
proportionoftreatedcellsinG1phaseincreased11.5%,leadingtoadecreaseofcellsinSand
G2/Mphases(7.2%and4%),whencomparedtocontrolcells.
The roleofE2F1andApi5 in cell growthwasalsoexamined.DepletionofE2F1and
Api5ledtoasignificantdiminutionofcellgrowth(Figure3C).Again,thedoubledepletiondid
notamplifytheeffectobservedwiththesinglesiRNAtreatments.
TheseresultsstronglysuggestthatApi5mayactasapositiveregulatorofthecellcycle
andcellgrowthunderE2F1controlpathway.
Api5increasesE2F1associationtoitstargetpromoters.
Our data indicate that Api5 could act as a positive regulator of the G1/S phase
transitionandcellcycleprogression.OneremainingquestionwasthatApi5couldparticipate
totheE2F1targetgenestranscriptioninan E2F1activatedcontext.
It is now well documented that the E2F1 protein level is induced in response to
treatmentswithDNAdamagingagentsresultinginthestabilizationandtheactivationofthe
E2F1 transcription factor [40] [41] [42] [36]. Accordingly, etoposide treatment specifically
increasesE2F1levelandisassociatedwiththeactivationofE2F1targetpromoters[41].
Twoclassical experimentalprocedureshavebeen tested for etoposide treatment.As
shown in Figure 4A (lane A), a 16 hours treatmentwith 25 µM etoposide induced PARP1
clivage and E2F1 accumulation. Interestingly, Api5 also accumulated in treated cells.
However,siRNAagainstApi5orE2F1didnotaffectedPARP1clivageinresponsetoetoposide
treatment(SupplementaryFigure2).Asexpected,immunofluorescencestainingofHeLacells
after a 16 hours etoposide treatment correlated with the Western Blot results, as they
revealed an increase of endogenous E2F1 and Api5 (Figure 4A, lane A and Figure 4B).
Nevertheless,Api5andE2F1didnotcolocalizeinthenucleusneitherinnontreatedcellsnor
in etoposide treated cells (Figure 4B, merge). This observation was confirmed by co
immunoprecipitationsexperimentswhereApi5wasunabletocoimmunoprecipitateE2F1or
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itscoactivatorDP1;whereashighmolecularweightformsofFGF2directbindingpartnersof
Api5[28]didcoimmunoprecipitatewithApi5(SupplementaryFigure3).
Besides, thecellswereexposed toa4hoursetoposide treatmentat50µM.Western
Blot analysis revealed a significant increase of both Api5 and E2F1 (Figure 4A, lane B).
However,atthistimepoint,averylowclivageofPARP1wasobserved.Inthiscontext,E2F1
recruitmentonitstargetpromoterswasexaminedincellswhereApi5wasoverexpressedor
not.TheenrichmentofE2F1targetsequencesoftheSKP2,cyclinEandE2F1promoterswas
measured by chromatin immunoprecipitation (ChIP) using an antiE2F1 antibody. In
accordancewiththe literature[35][39] [43],E2F1boundSKP2andcyclinEpromotersbut
also its own promoter  (Figure 4C). Etoposide treatment led to a 20% increase of the
enrichment(%input)ofSKP2,cyclinEandE2F1promotersequencescomparedtounteated
cells.Thisincreasewasenhanced to40%whencellswerepreviouslytransfectedbyanApi5
expressionvector(Figure4C).TheseexperimentsindicatethatApi5potentiatesthebinding
of E2F1 to some cell cycle promoters in a context where E2F1 is activated by etoposide.
Collectively,our findingsprovideevidencesofa functional relationbetweenApi5andE2F1
transcriptionalactivity.
DISCUSSION
InthepresentworkwedeepenthecharacterizationoftheApi5proteinfunctionand
theexistingrelationshipwithE2F1transcriptionfactorduringthecellcycle.Weshowedthat
Api5expression,likeE2F1expression,isperiodicallyregulatedduringthecellcycle.However
no reciprocal regulation between Api5 and E2F1 could be observed for their respective
expression. Interestingly, Api5 siRNA is able tomimic the effect of a E2F1 siRNA directed
againstE2F1onG1/SphasetransitionE2F1targetgenesbydownregulatingtheirexpression.
Thisresulthasfunctionalconsequencesforthecells :Api5siRNAtreatmentisabletoblock
the G1/S phase transition of the cell cycle, leading to a cell growth delay, like E2F1
interference.Moreover, the lackof additive effect of thedoubleApi5/E2F1knockdown (on
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cellcycleandproliferationexperiments,Figure3)suggestthatthesetwofactorsbelongtothe
samepathway.Altogether,Api5participatestoapositiveregulationofthecellcycle.
Atthemolecularlevel,chromatinimmunoprecipitationexperimentsshowedthatApi5
actsbyincreasingtherecruitmentofE2F1ontoitstargetpromoterswithafurtherincreasein
a E2F1 activated context, under etoposide treatment. This effect ismost likely indirect, as
Api5 and E2F1 do not belong to the same protein complex as demonstrated by the co
immunoprecipitationexperiments (SupplementaryFigure3).Oneadditionalpossibilitywas
thatApi5 could localize to theE2F1target promoters, participating to their transcriptional
regulation without any physical contact with E2F1. This hypothesis has been tested
(SupplementaryFigure4)performingachromatinimmunoprecipitationassayusingananti
Api5 antibody. Unfortunately, no binding of Api5 was detected in the vicinity of the E2F1
bindingsites.Severalsetsofprimerswereusedinthischromatinimmunoprecipitationassay,
but failed to detect any Api5 binding up to 5 kb upstream and 2 kb downstream of the
transcription start site of the Cyclin E gene (data not shown). These results were in
accordance with our data showing that E2F1 and Api5 did not colocalize in
immunofluorescentstainingexperiments(Figure1C,merge).
Another possibility to explain the effect of Api5 on E2F1 binding to its target genes
could be the induction of E2F1 posttranslational modifications that have functional
consequences.Amongthem,phosphorylation(a)byCdk4/6CyclinDcomplexesatserine332
and337residues,whichstabilizesE2F1andpreventsitsbindingtopRb;(b)byCdk2/Cyclin
A complex at serine 375, which reduces DNA binding and (c) at serine 31 and 364,
respectively by ATM/ATR and CHK2 kinases in response to DNA damage, which stabilizes
E2F1 and promotes its apoptotic activity. An induction of such posttranslational
modifications cannot account for the increased binding capacity of E2F1 thatwe observed
whenApi5wasoverexpressed.However, thereversehypothesiscouldalsobeconsidered :
i.e., an inhibition of serine 375 phosphorylation that could probably lead to an increase of
E2F1bindingonitstargetgenes.Moreover,acetylationoflysineresidues117,120,and125
by the complex CBP/P/CAF can strongly enhance DNA binding to its target genes and
stabilizesE2F1further[44].TheacetylationofE2F1occursalsoinconditionsofDNAdamage
whereithasbeenshownthatacetylatedE2F1isrecruitedtospecifictargetgeneslikep73to
induceapoptosis[45].Nevertheless,thismechanismcouldnotexplainourobservationssince
itisclearlydemonstratedthatE2F1acetylationisrelatedtoitsapoptoticeffects[45]whereas
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Api5(over)expressiongeneratestheoppositeeffectandprotectscellsagainstapoptosis([26]
&ourunpublishedresults).
Anotherprospect is thatApi5couldactivate theexpressionofagenewhoseproduct
couldenhancethebindingofE2F1to its targetsduringDNArepair.Toourknowledge, this
kindofproteinhasnotbeenyetidentified.Thisindirectpathwaycouldbeconsideredsinceit
hasbeenpostulatedthatApi5hastransactivationcapacities[28].Inaddition,weperformed
immunocytochemistry experiments that strongly suggest that Api5 associates with
euchromatin as revealed by its distribution at the center of the cell nuclei (Supplementary
Figure 5A). Furthermore, sodium chloride extraction experiments indicate that Api5 is a
chromatinassociated nuclear factor in vivo (Supplementary Figure 5B). Unfortunately, no
Api5targetgenehasbeenidentifiedyetbutsuchcharacterizationwillbeofgreatinterest.
MATERIALANDMETHODS
Celllines,drugtreatmentsandtransfections.
HeLa (ATCC number CCL2) and H1299 (ATCC number CRL5803) cell lines were
grown inDMEM (Lonza) supplementedwith 10% fetal bovine serum (FBS), 1% glutamine
(Gibco)andantibiotics,at37°Cina5%CO2humidifiedatmosphere.Cellsynchronizationby
doublethymidine (Sigma) block was performed as described by Jackman J. and OConnor
P.M., in Current Protocols in Cell Biology [46]. Cells were starved (growth in medium
containing0%FBS)for3648h,thenallowedtoreenterthecellcyclebyadditionofregular
growth medium. When indicated, cells were incubated in regular growth medium treated
with25Mfor16hoursor50Mfor4hoursofetoposide(Biotrend).
Cells were transfected using JetPEI and InterferIN transfection reagents (Polyplus
transfection)accordingtothemanufacturersinstructions.siRNAstargetingsequenceswere
asfollow:FIF5GGCCAGCATAAAGATGCCTAT3;E2F15GUCACGCUAUGAGACCUCATT3.
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CellcycleanalysisbyFACS.
Cells were collected, washed with PBS and fixed overnight at 4°C in 70% Ethanol,
dilutedinPBS.Thenextday,cellswerewashedwithPBSandincubatedfor30min inPBSwith
0,1% Triton X100, RNaseA (0,2 mg/ml) and propidium iodide (20 g/ml), at room
temperature.TheprotocolwasadaptedfromDarzynkiewiczetal.,inCurrentProtocolsinCell
Biology [47]. Stained cellswere analyzed on a LSRII flow cytometer (BDBiosciences)with
exclusionsofdoublets.AnalysisoftheresultswasperformedwithFlowJosoftware.
WesternBlotanalysis.
Western Blotswere performed after 72 hours of siRNA transfection or 48 hours of
expression vector transfection. Cells were collected and sonicated in Triton X100 sample
buffer. 30 g of protein were boiled after addition of reducing agents, resolved in 420%
polyacrylamide gels (Thermo Scientific) and transferred onto a nitrocellulose membrane
(Amersham). ImmunoblottingwereperformedusingantiAPI5antibody (ab56392,Abcam),
E2F1 (C20): sc193 antibody (Santa Cruz), antiOPA1 antiboby (BD Transduction
Laboratories),cyclinA(H432):sc751antibody(SantaCruz),antiPARPantibody(9542,Cell
Signaling) and monoclonal antiactin antibody (Sigma). The signal was detected using
enhanced chemiluminescence detection reagent (Amersham). Densitometric analysis were
performedwithImageJ.
RNAextractionandquantificationusingrealtimePCR.
Total RNA was extracted using the TriZol reagent protocol (Invitrogen). After
quantification,reversetranscriptionwasperformedwith2goftotalRNAusingRevertAidH
MinusFirstStrandcDNASynthesisKit(Fermentas)andoligo(dT)primer.Forquantification
of mRNAs, realtime PCR was performed with SsoFast EvaGreen Supermix (BioRad) with
HPRT1 andGUSBmRNAs as endogenous control references (for oligonucleotide sequences
see Supplementary Table). Assays were performed on 7500 Fast RealTime PCR System
(AppliedBiosystems).AlltherealtimePCRanalysisweredoneintriplicate.
Immunofluorescencemicroscopy.
Coverslipswerewashed in PBS and cellswere fixed in 3% Paraformaldehyde for 7
minutesbeforewashingtwotimesfor5minuteseachinPBSwith50mMofNH4Cl.Cellswere
permeabilized with 0,5% Saponin for 10 minutes at 37°C. Blocking was carried out by
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washing two times for 5minutes each in blocking buffer (PBSwith 0,5% Saponin and 3%
BSA).Primaryandsecondaryantibodyincubationwascarriedoutatroomtemperaturefor1
hour inblockingbufferandwasheswereperformedaspreviouslydescribedusingblocking
buffer. Primary antibodies used were: mouse monoclonal antiAPI5 (Abnova) and rabbit
polyclonalantiE2F1(sc193,SantaCruz).SecondaryantibodiesusedwereAlexaFluor647
donkey antimouse IgG and Alexa Fluor 488 goat antirabbit IgG (Molecular Probes). Cells
were counterstained with propidium iodide (PI) before mounting. Images were obtained
usingLSM510ConfocalLaserScanningmicroscopeequippedwithanAxiovert200Minverted
microscope(CarlZeiss)anda40Xobjectivelens(CApochromat,1,2W,Oil),usingthreelaser
lines(488,543and633nm).SubsequentimagehandlingwascarriedoutinAdobePhotoshop
CS.
ChromatinImmunoprecipitationassay.
ChromatinImmunoprecipitationassaywasmadeusingTranscriptionFactorChIPKit
(diagenode), followingtomanufacturersprotocol.TheimmunoprecipitationofDNAprotein
complexes was achieved with antibodies against E2F1 (sc193, Santa Cruz) or HAtag
(ab9110100, Abcam). We measured the abundance of the candidate sequences by
quantitative PCR amplification, as previously described (for oligonucleotide sequences see
SupplementaryTable).Weperformedimmunoprecipitationswithnormalrabbitserum,PCR
amplifiedregionsofthealbuminpromoterandPCRamplifiedregions1,5kbupstreamofour
DNA regions of interest as negative controls (data not shown). Values reflecting chromatin
enrichment are reported as the percent of input, immunoprecipitated from E2F1 or HA
antibodies after adjusting to input levels. Final values reflecting promoter occupancy are
reportedafterspecificpromoterenrichmentnormalizationtoalbuminpromoterlevels.
FIGUREANDLEGENDS (pagesuivante)
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GarciaJoveN.etal.,Figure 1
Figure 1. Api5 is differentially expressed during cell cycle. A. H1299 cellswere enrichedatG1
phasebyadoublethymidineblock,washedandreleasedthroughthecellcycle.Everyhour,cellswere
collected and DNA content was analyzed after propidium iodide (PI) staining, with a LSRII flow
cytometer. Cell number (counts)was plotted againstDNA content (PI fluorescence).B. H1299 cells
weresynchronizedandcollectedasdescribedin(A).Api5,E2F1andOPA1expressionthroughthecell
cycle was analyzed by Western Blot (WB). C. Endogenous Api5 (green) and E2F1 (red)
immunostainingwasperformed inH1299andHeLacells;nucleiwere stainedwithPI (blue).White
arrows show cells undergoingmitosis. [Scale bar 20m]D. After depletion of Api5 and E2F1with
specificsiRNAs,H1299cellsweremadequiescentbyserumstarvationduring48h(0%FBS)andthen
allowtoprogressthroughthecellcycleduring10hoursbyFBSaddition(10hrefeeding).Controlcells
were grown in 10% fetal bovine serummedia (10% FBS). Api5, E2F1 and actin expression was
analyzed byWestern Blot (WB).E. HeLa cellswere transfectedwith different amounts of pMApi5
plasmidencodingApi5.E2F1andactinexpressionwasanalyzedbyWesternBlot(WB).
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GarciaJoveN.etal.,Figure 2
Figure 2. Api5 depletion induces a general decrease of G1/S transition E2F1target genes
expression.DoublesiRNAknockdownofApi5andE2F1hasnoadditiveeffect.A.HeLacellswere
treatedwithApi5orE2F1siRNA,orwithbothsiRNAs.Api5,E2F1,cyclinE,cyclinA,Cdk2andCdc25A
relativemRNA levels weremeasured by quantitative PCR, using HPRT1 and GUSBmRNA levels as
references.Asterisksdisplayasignificantdecreasecomparedtocontrolconditions(scrambledsiRNA
treatedcells). B.HeLacellswere treatedwithApi5orE2F1siRNAs.Api5andE2F1proteincontent
was assessed byWestern Blot (left panel) to evaluate siRNA efficiencies by densitometric analysis
(relativetoscrambledtreatedcells)(rightpanel). C.WesternblotanalysisofcellularlevelsofcyclinA
protein after transfection of H1299 cellswith Api5 or E2F1 siRNAs. D. Densitometric analysiswas
performedtoestimatecyclinAproteinlevel.
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GarciaJoveN.etal.,Figure 3
Figure3. Api5 inhibits cell cycleprogression.A. H1299cellsweretransfectedwithApi5orE2F1
siRNA,orwithboth siRNAs.Afterpropidiumiodide(PI)DNAstaining,cellcycledistributionanalysis
wascarriedoutwithaLSRII flowcytometer.Cellnumber(counts)wasplottedagainstDNAcontent
(PI fluorescence). B. Cytometer quantification analysis of experiments described in (A). Cell cycle
analysiswasperformedusingFlowJo.C. Cellgrowthwasanalysedbycellcounting.H1299cellswere
transfectedbytheindicatedsiRNAs.
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GarciaJoveN.etal.,Figure 4
Figure 4. Api5increasesE2F1associationtoitstargetpromoters.A. HeLacellsweretreatedwith
etoposideduring16hours(25M)(laneA);4hours(50M)(laneB)orleftuntreated(Ctl).PARP1,
Api5,E2F1andactinexpressionswereanalyzedbyWesternBlot.B. EndogenousApi5(green)and
E2F1 (red) immunostaining of etoposide treatedHeLa cells (25 M during 16 hours) ; nucleiwere
stained with propidium iodide (blue) [Scale bar 20m]. C. SKP2, cyclin E and E2F1 promoter
enrichment(%of input)after immunoprecipitationwithE2F1antiboby.Cellsweretransfectedwith
Api5 expression vector and treated with 50M of etoposide during 4 hours. Chromatin
immunoprecipitationswereperformedusinganantiE2F1polyclonalrabbitantibody(ChIPE2F1)or
with normal rabbit serum (CHIPNRS). PCR amplified regions of the albumin promoter are used as
negativecontrol.Datashownarerepresentativeofthreeindependentexperiments.
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SUPPLEMENTARYDATA
SupplementaryMaterialandMethods
ImmunoprecipitationandWesternBlotanalysis.
Forpreparationofnuclearextracts,5.107 controlHeLacellsorcells transfectedwith
HAFIF(withHemagglutinintag)expressionvectorwerewashedinPBSandresuspendedin4
mlofchromatinfractionationbuffer(0,15MNaCl;10mMMgCl2;10mMCaCl2;15mMTris,
pH 7,5 ; 0,1% Tween 20 ; protease inhibitors). Cells were ruptured by using UltraTurrax
(IKA)inthepresenceof0,1%ofNP10.Nucleiwerecollectedbycentrifugation,resuspended
in Lysis Buffer (150mMNaCl, 1% 100X Triton, 50mMTrisHCl pH=8) and sonicated. Co
ImmunoprecipitationwasperformedusingmMACSHATaggedProteinIsolationKit(Miltenyi
Biotec).WesternBlotanalysiswasachievedaspreviouslydescribed,usingE2F1(C20): sc
193 antibody (Santa Cruz), DP1 (SPM178) antibody (GeneTex), FGF2 (147): sc79 (Santa
Cruz)andmonoclonalantiHAantibody(Sigma).
PreparationofChromatinFractions.
PreparationofnuclearchromatinextractswasadaptedfromCarriereetal[48].3×107
HeLa cellswerewashed in PBS and resuspended in 1ml of chromatin fractionation buffer
(0,15MNaCl;10mMMgCl2;10mMCaCl2;15mMTris,pH7,5;0,1%Tween20;protease
inhibitors).CellswererupturedbyusingUltraTurraxUltraTurrax(IKA) inthepresenceof
0,1% of NP10. After centrifugation (1500 rpm, 10min at 4°C), nuclei were digestedwith
DNase 1 (0,2 g/l) for 10 min at 30°C and pelleted by a brief centrifugation. Chromatin
fractions were prepared by adding NaCl, to a final concentration of 0,4 M, to the nuclear
pellets resuspended in chromatin fractionationbuffer.After 30min at 4°C, thenucleiwere
centrifuged at 13000 rpm for 10min, and the supernatant (chromatin fraction 0,4M)was
saved. Chromatin fractions 0,8 / 1 / 2 M were similarly prepared by adding NaCl to the
desired finalconcentration.The finalpelletwassavedasresidualpellet.Mousemonoclonal
[1TBP18] to TBP (ab818, Abcam) and rabbit polyclonal to Histone H3 (ab1791, Abcam)
antibodieswereusedtovalidatethechromatinfractionsbyWesternBlotanalysis.
117
SupplementaryTable. Oligonucleotidesequences.(5  3)
Primers for cDNA
amplification
Forward Reverse
Api5 CCGACAGTAGAGGAGCTTTACCGCA AGGCATCTTTATGCTGGCCCACT
E2F1 CGACCTGAACTGGGCTGCCG CGCCCACTGTGGTGTGGCTG
Cyclin E AAGCACTTCAGGGGCGTCGC GGTGAGGAGCCCACTGGGGA
Cyclin A AGGGCTGCTAACTGCAAATGGGC CTCTTGGACCCCACAGTCAGGGA
CdcK2 CAGCTGTGGACATCTGGAGCCTG TCCTGGCCACACCACCTCATCTG
Cdc25A GAACTCTGCCCCAGCTCGGAT GGTCCACGAAGCCATCATCCTCA
GUS B GATGACATCACCGTCACCACCAGC CCCAGTCCCATTCGCCACGACT
HPRT1 GGCTCCGTTATGGCGACCCG AAACACCCTTTCCAAATCCTCAGCA
Primers for gDNA
amplification
Forward Reverse
Albumin TACATTGACAAGGTCTTGTGGAG TGGGGTTGACAGAAGAGAAAAGC
SKP2 CGGGACGGAAACTACAATTC AAGCCTAGCAACGTTCCATC
Cyclin E GCCGCCCGCCGTGTTTACAT GGCGCTGGAGCGGCAAAAAG
E2F1 AGGAACCGCCGCCGTTGTTCCCG CTGCCTGCAAAGTCCCGGCCACTT
SKP2 +1,5Kb TCCCTCCTTAATAGCTCCCCATCCCC CTGGGAGGCACTCGTTCGCC
Cyclin E +1,5Kb TTGCAGAGCAGCAGCCAGGG CGGCGCACTGCGTTGAAACC
E2F1 +1,5Kb AGGGCTTTTAGGGGCCCTCCC CACCTGGCCCACCCCTGGTA
SupplementaryFigureLegends (pagesuivante)
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GarciaJoveN.etal.,SupplementaryFigures
Figure S1. Specificity of Api5 and E2F1 staining. HeLa cellswere transfectedwith the indicated
siRNAs or treated with etoposide. Endogenous immunotetection of Api5 (green) and E2F1 (red).
NucleiwerestainedwithPI(blue).[Scalebar20m].
FigureS2. PARP1cleavageafteretoposidetreatmentisnotaffectedbyE2F1orApi5depletion.
After knockdown of Api5 and E2F1 with specific siRNAs, HeLa cells were treated with etoposide
during16hours(25M).PARP1cleavageandApi5,E2F1andactinproteinlevelswereanalyzedby
WesternBlot(WB).
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GarciaJoveN.etal.,SupplementaryFigures
FigureS3. E2F1donotimmunoprecipitatewithApi5.HeLacellsweretransfectedwithHAtagged
Api5expressionvector.PutativeApi5associatedproteinswereanalyzedbyWesternBlot(WB)from
coimmunoprecipitated protein complexes using antiHA antibody. Western blot against high
molecularweightformsofFGF2wasusedascontrol.
FigureS4. Api5doesnotbindE2F1targetpromoters.HeLacellsweretransfectedwithHAtagged
Api5orHAtaggedE2F1expressionvectors(Mock=emptyvector).Thepercentageof inputreflects
SKP2, cyclin E and E2F1 promoters enrichment after immunoprecipitationwith anHA antibody or
with a normal rabbit serum (NRS). PCR amplified regions of the albumin promoter are used as
negativecontrol.
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GarciaJoveN.etal.,SupplementaryFigures
Figure S5. Api5 associates with euchromatin in the nucleus. A. Association of Api5 with
euchromatinwasobservedby immunostainingofHeLa.EndogenousApi5(green)didnotcolocalize
with dense regions of PI staining (heterochromatin, in bright blue). [scale 20m] B. Western blot
analysis of chromatin extracts with Api5 antibody and control TBP and histone H3 antibodies.
ChromatinfractionswerepreparedbydigestionofnucleiwithDNaseandextractionwith0,4/0,8/1
and2MNaCl.Residualpelletcorrespondstoproteinsnotextractedat2MNaCl.
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B EFFETSSUPPLEMENTAIRESDAPI5 ETDESHMWFGF2 SUR
LACTIVITE TRANCRIPTIONNELLE DE2F1
Rationnel
Cette partie des résultats constitue le complément de létude que jai menée sur la
relationentreApi5etE2F1.Lesexpériencesréaliséesdécoulentdu premierrationnelexposé,
que jene reprendraique succinctement. Ces résultats nenousontpaspermisdétablirdes
conclusionssuffisammentcomplètes ousolidespourpouvoirfairepartiedutravailpublié.
En2006, lapublicationdun travail important réalisé surmodèlede laDrosophile, a
placé Api5 dans la voie apoptotique régulée par E2F1 (Morris et al, 2006). Dès lors, Api5
devenait un inhibiteur spécifique de lapoptose induite par E2F1. Cependant aucun
mécanismemoléculairenaétéproposépourcetteinteractionfonctionnelle.
Ce travail a ouvert des nouvelles perspectives de recherche au sein de léquipe, qui
avait originellement identifié Api5 comme partenaire spécifique des grandes isoformes du
facteurdecroissanceFGF2 (VandenBergheetal,2000).
LétudedelarelationentreE2F1,Api5ethmwFGF2aconstituélepointdedépartde
meshypothèses et de monprojetdethèseen2007.
Objectifs
E2F1 est un facteur de transcription qui par son activité peut déclencher le cycle
cellulaire,maisaussi lapoptose.Api5possèdedesdomainescaractéristiquesdesfacteurset
coactivateurs de transcription (motif LXXLL et domaine leucine zipper) et un domaine de
transactivation au cur de sa structure. De plus, dans le noyau, Api5 lie directement et
spécifiquementleshmwFGF2,impliquéesdanslaproliférationetlasurviecellulaire.
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Dans ce contexte, jai cherché à caractériser linfluence dApi5 sur lexpression dun
nombre plus important de cibles transcriptionnelles dE2F1, dans des conditions de
proliférationmaisaussidansconditionsdestressapoptotique.
Jai voulu comprendre les conséquences dune expression dérégulée dApi5 sur la
prolifération et lapoptose cellulaires. Inversement, jai voulu analyser leffet de la
prolifération(résultatsprésentésdanslarticleGarciaJoveetal,soumis)etdelapoptosesur
leprofildexpressiondApi5.
Enfin, jai essayé demettre en évidence une possible relation fonctionnelle entre le
complexehmwFGF2/Api5etlactivitétranscriptionnelledE2F1.
Matérieletméthodes
Les analyses par RTqPCR et par Immunoprécipitation de Chromatine, ainsi que la
cultureetlatransfectiondescellules ontétéréaliséescommedécrites danslarticle (Garcia
Joveetal,soumis).
Lisoforme dApi5 de 504aa a été utilisée pour les expériences de surexpression
transitoire ou stable dans les cellulesHeLa etH1299. Cette isoforme avait été initialement
identifiéedansléquipe(VandenBergheetal,2000) etdansle travaildeTewari etal.,1997.
Lanalysedelapoptoseparmesuredelactivitéprotéasedescaspaseseffectrices3et
7 a été effectuée en utilisant le kit CaspaseGlo® 3/7 Assay (Promega) en suivant les
indicationsdufournisseur.
Lamesure de la viabilité cellulaire par le testMTT a été réalisée avec The CellTiter
96® AQueous One Solution Cell Proliferation Assay (Promega) selon les instructions du
fournisseur.
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1. Effet dApi5 danslexpression des ciblesproapoptotiquesdE2F1.
Latransition delaphaseG1àlaphaseSducyclecellulairecoïncideaveclexpression
de gènes dont le produit est requis pour la phase S, mais aussi pour la progression et le
contrôlegénéralducyclecellulaire. Il estbienétabliquàcestadeducycle, le facteurE2F1
activenonseulement lexpressiondeprotéinesnécessairesà lasynthèse, la réplicationet la
surveillancedugénome ;maisestégalement retrouvéauniveaudecertainspromoteursde
gènesproapoptotiques telsqueceuxdescaspases 9,6,3et7(Hershko&Ginsberg,2004;
Iaquinta & Lees, 2007; Nahle et al, 2002). Laccumulation de protéines proapoptotiques
sensibiliserait la cellule à lapoptose dans le cas dévénements délétères au moment de la
réplicationdelADN.
MesrésultatsindiquentquApi5participeàlexpressiondeciblesdE2F1nécessairesà
la transition G1/S (cycline E, Cycline A et Cdk2) (GarciaJove etal, soumis). Dans le but de
connaîtrelétenduedelinfluencedApi5surlaactivitétranscriptionnelledE2F1,jai analysé
leffetduknockdowndApi5 surdesciblesproapoptotiquesdE2F1 dontlexpressionestsoit
réguléeaucoursducyclecellulaire(caspases3,7et9),soitinduiteenréponsedunstress
génotoxique(p53etBAX).Pourcela, jai transfectédescellulesHeLaavecdes siARNs dirigés
contreApi5ouE2F1etanalyséparPCRquantitativelesniveauxdestranscrits descaspases
3/7/9 etdesprotéines p53etBAX(Figure19).
Figure19.LadéplétiondApi5naffectequelexpressiondesciblesproapoptotiques
dE2F1 régulées au cours du cycle cellulaire. Analyse par RTqPCR des niveaux des
transcritsdApi5,E2F1,p53,BAXetdescaspases3/7/9.LesARNstotauxontétéextraitsde
cellulesHeLa après 72hde transfection avec des siARNs scramble (scr) ou dirigés contre
Api5ouE2F1.LestranscritsdeHPRT1etGUSBontétéutiliséscommeréférence.
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Defaçonintéressante, ladéplétiondApi5 alesmêmeseffetsqueladéplétiondE2F1
sur ces transcrits, ànoter : 1) lapertedApi5, ou celledE2F1,naffectepas lesniveauxdes
transcritsdep53etBAX ;2)lapertedApi5,oucelledE2F1,faitaugmenterlesniveauxdes
transcrits des caspases 3 et 7, alors quelle fait diminuer les niveaux du transcrit de la
caspase9.Enaccordaveclalittérature,cerésultatmontrequE2F1nerégulequelexpression
de certaines de ses cibles proapoptotiques dans des conditions « normales » du cycle
cellulaire (Nahle et al, 2002). Api5 apparaît comme impliqué spécifiquement dans
lexpression cyclique des cibles proapoptotiques dE2F1. Plus précisément, mes résultats
montrent quE2F1 et Api5 contribuent à lexpression de la caspase activatrice 9, alors
quE2F1 etApi5jouentunrôlederépresseursdelexpressiondescaspaseseffectrices3et7
(Figure19).

Nous avons émis lhypothèse que pour observer un effet dE2F1 ou dApi5 sur
lexpressionde ciblesproapoptotiques dE2F1 telsquep53etBAX, nousdevionsnousplacer
dansdesconditionsdestressgénotoxique.Pourtestercetteidée,jai traitépendant16havec
25µM détoposide des cellules HeLa ayant subit des transfections avec de siARNs dirigés
contreApi5ouE2F1.Anotre surprise, après analyse parPCRquantitative, lesniveauxdes
transcrit de p53, BAX ni ceux des caspases 3/7/9 de ces cellules nont pas montré de
variations significatives (donnéesnonprésentées).
Afin de compléter mes résultats sur linfluence dApi5 sur de lexpression E2F1
dépendante deciblesréguléesaucoursducycle cellulaire,jai transfectétransitoirementdes
cellulesHeLaavecdesvecteursdexpressioncodantpourApi5ouE2F1.Lanalysedesniveaux
detranscritdedifférentesciblesdE2F1 aétéréalisée parPCRquantitative(Figure20).Les
ciblesdE2F1 choisiessont,ànouveau, desgènespromitotiquesetproapoptotiquesrégulés
aucoursducyclecellulaire(cyclineEetcaspases3/7/9)etdesciblesproapoptotiquesp53
et BAX, normalement transactivées en conditions de stress. Au niveau cellulaire, la
transfection par E2F1 provoque lentrée massive des cellules en apoptose. Au niveau
transcriptionnel, aucune variation intéressante ou interprétable nest observée suite à la
surexpressiondE2F1 oudApi5. Leffetdela surexpressiondE2F1 etdApi5 surlarégulation
de la transcription de cibles dE2F1 a également été étudié dans des conditions de stress
génotoxique,avecdesrésultatséquivalents(résultatsnonprésentés).
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Figure 20. La surexpression dApi5 naffecte pas lexpression des cibles dE2F1.
AnalyseparRTqPCRdesniveauxdestranscrits dApi5,E2F1,p53,BAX,cyclineEetdes
caspases 3/7/9. Les ARNs totaux ont été extraits de cellules HeLa, 48h après leur
transfection avecunvecteurvideouexprimant lisoforme de 504aadApi5 ouE2F1.Les
transcritsde HPRT1etGUSBontété utiliséscommeréférence.
2. EffetdApi5 surla transcription E2F1dépendante dansuncontextede
stimulation de lactivitédE2F1parun stressgénotoxique
Dansletravailprésentédanslarticle(GarciaJoveetal,soumis),nousavonscherché
àétablirlemécanismedactionparlequelApi5contribueàlatranscriptionE2F1dépendante
degènesrequisà la transitionG1/Sducyclecellulaire.Premièrement,nousavonsenvisagé
uneinteraction entreApi5etE2F1,ouavecsonpartenaireDP1.Cependantdesexpériences
de coImmunoprécipitationont révélé quApi5 etE2F1/DP1ne semblentpas se trouver au
seindunmêmecomplexeprotéique.
Nous avons envisagé secondairement une interaction au niveau des promoteurs
ciblesdE2F1.Mestravauxontmontréquedansdesconditionsdactivationtranscriptionnelle
dE2F1parun traitementà létoposide, lassociationdE2F1auxpromoteursdeSKP2,de la
cyclineEetdE2F1luimême,estplusimportante(Figure21).Enaccordaveccerésultat,le
traitementdecellulesHeLaàlétoposideprovoquelaccumulationdutranscritdelacyclineE
danscescellules(Figure22).Danscecontextedestressgénotoxique,lasurexpressiondApi5
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stimuledautantplus lassociationdE2F1àcespromoteurscibles(Figure21).Api5nétant
pasretrouvéeliéàlADNauniveaudecespromoteurs(SupplementaryDataS4delarticle),
soneffetpositifsurlerecrutementdE2F1auniveaudescespromoteursciblessembledonc
indirect.
Figure21.Api5auneffetinversesurlassociationdE2F1 àsespromoteurscibles
selon le contexte de stress cellulaire Analyse par Immunoprécipitation de
Chromatine de linteraction dE2F1 avec les promoteurs des gènes de lalbumine
(contrôle négatif), SKP2, cyclineE et E2F1. Les niveauxdassociation auxpromoteurs
ontétémesurés parqPCR,àpartirdecellulesHeLa traitéesounon à létoposide (4h,
50µM) et transfectées par un vecteur vide (V.Vide) ou exprimant la forme de 504aa
dApi5.
Demanière contradictoire et surprenante, la surexpression dApi5 en absence de
stress génotoxique, provoqueparfoisladiminutiondelassociationdE2F1 àsespromoteurs
cibles (Figure 21). Leffet dApi5 sur le recrutement dE2F1 au niveau des ses promoteurs
cibles serait radicalement opposé selon létat de stress des cellules, ou encore, selon létat
dactivationtranscriptionnelledE2F1. Cerésultatnécessitedêtrereproduitetcomplétépar
dautrescontrôles.
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Figure 22. Le transcrit de la Cycline E saccumule en conditions de stress dans les
cellulesHeLa.AnalyseparRTqPCRdesniveauxdestranscrits dApi5, E2F1,BAX,caspase7,
cycline E et FGF2, à partir des ARNs totaux de cellules HeLa, traitées ou non avec 25µM
détoposidependant16h.Lestranscritsde HPRT1etGUSBontété utiliséscommeréférence.
3. EffetdApi5 surlapoptosedescellulesHeLaetH1299
Malgré le faitquemes découvertes lesplus intéressantessoient focaliséessur le lien
entreApi5et lactivitébiologiquepromitotiquedE2F1,Api5avaitété initialement identifié
commeinhibiteurdelapoptoseinduiteparE2F1 (Morrisetal,2006).Danscecontexte,une
grandepartiedemes efforts sestportéesurlétudelafonctionantiapoptotiquedApi5.
Dans lebutde caractériser la sensibilitédemesmodèles cellulaires à lapoptose, les
cellulesHeLaetH1299ontétésoumisesàunstressgénotoxiquepartraitementavec80µM
détoposide pendant8heures.Différentesconditionsontété testées. Dabord, jai transfecté
les cellules HeLa et H1299 avec un vecteur vide ou exprimant Api5, E2F1 ou lisoforme
nucléairede24kDaduFGF2 (FGF2.24). Parailleurs,jaiconstruitunelignéestableinductible
pourlexpressiondApi5 enprésencededoxycycline(utilisationdelatechnologietetON)par
transduction lentivirale. Lanalyse de linduction de lapoptose est réalisée en mesurant
lactivitéprotéolytiquedescaspaseseffectrices 3et 7. Lesrésultatssontprésentésdans la
Figure23. LescellulesHeLasemblentun être bonmodèledelinductiondelapoptosesuiteà
untraitementàlétoposide.Cependant, aucunedifférencenestobservéelorsquApi5,E2F1ou
duFGF2.24 sontsurexprimés,enprésenceouabsencedutraitementgénotoxique.Quantau
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modèlecellulairedesH1299,celluleshomozygotespourladélétionquasitotaledugènep53,
linduction de lapoptose suite à un traitement à létoposide est inexistante. Les H1299 ne
répondentpasànotretraitementde8havec80µMétoposide.Laseuletendancequiapparaît
significative est laugmentation de lapoptose suite à la surexpression dE2F1 (doublée par
rapportaucontrôle« vecteurvide »).
A. 

B.
Figure 23.LasurexpressiondApi5 nempêchepaslactivationdescaspases3/7suite
à un traitement à létoposide chez les cellulesHeLa.Mesurede lactivitédescaspases
3/7 de cellules HeLa (A) et H1299 (B) après 8 heures de traitement avec 80µM
détoposide. Linduction de lapoptose est déterminée à partir de cellules nayant subit
aucun traitementni transfection(Mock).Lescellulesutiliséesontétésoit transitoirement
transfectéesparunvecteurvide(V.vide)ouexprimantlaformede504aadApi5,E2F1ou
la formede24kDaduFGF2 ; soit stablement transfectéesparunvecteur vide (tetON)ou
exprimant la forme de 504aa dApi5 (tet504). Lexpression dApi5 dans cette lignée est
induiteparladditiondedoxycyclineaumilieudeculture (dox).
Lemodèle dinduction de lapoptose par stress génotoxique suite à un traitement à
létoposidenétantpassatisfaisant,jai utilisé unautremodèledestresscellulaire :la culture
des cellules en absence de sérum pendant 6 jours. Les mêmes conditions de transfection
transitoiredescellulesHeLaetH1299 avecdesvecteursexprimantApi5,E2F1ouleFGF.24
(Figure24 Aet C),oudexpressioninductibledApi5 parladoxycycline(Figure24 Bet D)
ont été utilisées. Lanalyse de linduction de lapoptose est faite en mesurant lactivité
protéolytiquedes caspases effectrices 3 et 7. Afinde tenir comptede possibles variations
dans la croissancedes cellules entre lesdifférentes conditions de transfection, les résultats
dapoptose ontéténormalisésparrapportauxrésultatsdetestMTT deviabilitécellulaire.
129
A. 

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C. D.
Figure24.Activitédescaspases3/7decellulesHeLaetH1299encondition deculture
enabsencedesérum.Mesuredelactivitédescaspases3/7 decellulesHeLa(A/B)etH1299
(C/D) après 6 jours de culture dans un milieu sans sérum. Linduction de lapoptose est
déterminée à partir de cellules nayant subit aucune transfection (Mock). Le résultat a été
normalisé par rapport à la viabilité cellulaire (test MTT). Les cellules utilisées ont été
transitoirement transfectées par un vecteur vide (V. vide) ou exprimant la forme de 504aa
dApi5, E2F1 ou la forme de 24kDa du FGF2. (B/D) Les cellules utilisées ont été stablement
transfectées par un vecteur vide (tetON) ou exprimant la forme de 504aa dApi5 (tet504).
Lexpression dApi5 dans cette lignée est induite par laddition de doxycycline au milieu de
culture(dox).
LapoptosedescellulesHeLaetH1299enabsencedesérumestnégligeabledansdes
conditions de surexpression transitoire dApi5, E2F1 ou FGF2. Seule la surexpression
transitoireduFGF2.24danslescellulesH1299sensibiliselescellulesàlapoptoseparabsence
de sérum. De façon plus intéressante, lutilisation des lignées stables inductibles pour
lexpression dApi5 504aa a permis de reproduire les résultats obtenus par Tewari et al.
publiés en 1997. En condition de culture dans unmilieu sans sérum, la forme pleine taille
dApi5 sensibiliselescellulesàlapoptose.
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Lesmisesau pointet lacaractérisationdes lignées inductiblesexprimantdifférentes
isoformesdApi5 danslinductiondelapoptoseontétéabandonnéessuiteàlapublicationdu
travaildeRigouetal.en2009.Cetravailaétéprésentédanslintroductiondemonmanuscrit
dethèseetseradiscutéparlasuiteparrapportàmesrésultats.
4. RôleduFGF2danslinteractionfonctionnelleentreApi5etE2F1
Dans le noyau, Api5 se lie directement et spécifiquement aux grandes isoformes du
FGF2 (hmwFGF2). Ces dernières ont été impliquées dans la prolifération et la survie
cellulaire,maisaucunmodedactionnajusquàlorsétéproposé.
LétudeetlacaractérisationdelafonctiondeshmwFGF2fontpartiedelathématique
originellede léquipe.Nousétionstrèsintéresséspar lapossibilitéqueleshmwFGF2 puissent
réguler lactivitétranscriptionnelledE2F1,enraisondeleurliaisondirecteàApi5.
Toutdabord, jai vouluvérifier si lexpressionduFGF2 influence lexpressiondApi5
oudE2F1.Danscebut, jai transfectédescellulesHeLaavecdesiARNs dirigéscontreApi5,
E2F1 ou le FGF2 et analysé par PCR quantitative les niveaux des transcrits de ces trois
protéines(Figure25).
Figure 25. Il existe une boucle de régulation entre le FGF2 et le couple Api5 / E2F1.
Analyse par RTqPCR des niveaux des transcrits dApi5, E2F1, et FGF2 à partir des ARNs
totauxde cellulesHeLa, après72hde transfectionpardes siARNs scramble (scr)oudirigés
contreApi5,E2F1ouFGF2.LestranscritsdeHPRT1etGUSBontété utiliséscommeréférence.
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NosrésultatssuggèrentquilpourraitexisterunebouclederégulationentreleFGF2et
lesprotéinesApi5etE2F1.LadéplétionduFGF2faitchuterde40%lesniveauxdestranscrits
dApi5 et E2F1. Le FGF2 serait doncun facteur stimulateur de lexpressiondApi5 et E2F1.
Inversement, ladéplétiondApi5etE2F1faitaugmenterde5060%lesniveauxdutranscrit
duFGF2.CecivoudraitdirequApi5etE2F1régulentnégativementlexpressionduFGF2(et
par là, pourraientils contrôler négativement leur propre expression, selon une boucle de
rétrocontrôlenégatif ?).
Figure 26. La déplétion du FGF2 ne semble affecter que les cibles pro
mitotiquesdE2F1.AnalyseparRTqPCRdesniveauxdestranscrits dep53,cyclineE
et des caspases 3/7/9, à partir des ARNs totaux de cellules HeLa, après 72h de
transfectionpardes siARNs scramble (scr) oudirigé contreFGF2. Les transcritsde
HPRT1etGUSBontété utiliséscommeréférence.
Suite aux résultats intéressants sur linfluence du FGF2 sur lexpression dApi5 et
E2F1,jaivouluétudierleffetduFGF2surlexpressiondesciblestranscriptionnellesdE2F1.
Jai transfecté transitoirement des cellules HeLa avec un siARN dirigé contre le FGF2 et
analysélesniveauxdetranscritdedifférentesciblesdE2F1parPCRquantitative.Lescibles
dE2F1choisiessontdesgènespromitotiquesetproapoptotiquesrégulésaucoursducycle
cellulaire (cycline E et caspases3/7/9) sur lesquelles Api5 a un effet, et des cibles pro
apoptotiques p53 et BAX, normalement exprimées en conditions de stress (Figure 26). La
déplétionduFGF2naffectequelesniveauxdutranscritdelacyclineE(diminutionde50%),
les variations des niveaux des autres transcrits nétant pas significatives. Ce résultat
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préliminaire encourage la recherche dun rôle du FGF2 dans la régulation de cibles pro
mitotiques dE2F1 (ce qui serait en accord avec la fonction de facteur de survie et de
proliférationquiluiestdonnéedanslalittérature).
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2EME PARTIE :
RESULTATS COMPLEMENTAIRES
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IICARACTERISATIONDAPI5
DANSLACELLULEETDANSUNMODELEMURIN
A API5 ESTASSOCIEADES COMPLEXESPROTEIQUES NUCLEAIRES
Rationnel
En2006, lapublicationduncriblegénétique chez laDrosophileaplacé Api5dans la
voieapoptotiqueréguléeparE2F1 (Morrisetal,2006).Api5devenaituninhibiteurspécifique
de lapoptose induite par E2F1, mais aucunmécanismemoléculaire pour cette interaction
fonctionnellenavait étéproposé.Deplus, le travailpubliénementionnaitpas la recherche
duneinteractionphysiqueentrelesdeuxprotéines.
Api5 possède des domaines caractéristiques des facteurs et coactivateurs de
transcription(motifLXXLLetdomaineleucinezipper),souventretrouvésdansdesprotéines
engagéesdansdeshétéro/homodimèresactifs.Cependant,audébutdemathèse,seule était
connuelinteraction spécifique dApi5 avecles isoformesdehautpoidsmoléculaireduFGF2
(VandenBergheetal,2000).

Objectifs
La recherche de protéines partenaires dApi5 avait été initiée dans un premier but
didentifier un éventuel complexe protéique où E2F1 et/ou son partenaire DP1 seraient
associésàApi5.Cettehypothèsesétantavéréeerronée,nousavonsentreprislarecherchede
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partenairesdApi5 enréalisantdesétudesbibliographiques, visant des protéinesrégulatrices
associéesàE2F1,maisaussienrelationavecleshmwFGF2.
Matérieletméthodes
Lesessaisdextractiondeprotéinesassociéesà lachromatine,dimmunoprécipitation
de complexes protéiques, les analyses par Western blot et limmunofluorescence ont été
réaliséscommedécritdanslarticle (GarciaJoveetal,soumis).
L'appartenancedApi5 àdifférentscomplexesprotéiquesaétéanalysée enmigrantdes
extraitsprotéiquesnucléairesnondénaturéssurungradient de10%à50%deglycérol.La
migration des extraits est réalisée sur 16 heures en utilisant une ultracentrifugeuse. Les
fractionsdugradientdeglycérolontété recueilliesparpipetagerépétédunvolumeconstant.
Les différentes fractions ont alors été analysées par Western blot, à la recherche de la
présencedApi5. Cettepartiedutravailaétéfaiteencollaborationavec lePr. GérardBouche.
Résultats
Létude de lappartenance dApi5 à différents complexes protéiques a été faite en
migrant des extraits protéiques nucléaires non dénaturés de cellules 3T3 et MCF7, sur un
gradient de10%à50%deglycérol. Lesextraitsprotéiquessontissus delafractionrecueillie
après un lavage à 0,4M de NaCl à partir de noyaux entiers (cf. extraction de protéines
associéesàlachromatine) (Figure27 A).Dansceprocédénondénaturant,lesprotéinessous
forme libre ou non engagées dans des complexes protéiques migrent dans les zones peu
denses, de faible pourcentage en glycérol. Inversement, les complexes protéiques migrent
dans des zones plus denses du gradient, de forte concentration en glycérol. Un total de 20
fractionsde concentration croissante en glycérol a été recueilli. LanalyseparWesternblot
montrequApi5 est majoritairement retrouvé dansles fractions 1et 7dans lescellulesMCF7
etdanslesfractions3et9dans lescellules3T3(Figure27 B). Cerésultatestunargumenten
faveurde lappartenancedApi5 àuncomplexeprotéiquenucléaire,maisaussien faveurde
lexistencedApi5 entantque monomère.
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Figure 27. Api5 est associé à des complexes protéiques nucléaires. (A) Les protéines
associées à la chromatineontétéextraitespardes traitements croissantsen concentrationsde
NaCl,àpartirdenoyauxentiersdecellules3T3ouMCF7. (B)La fractionextraiteavec0,4Mde
NaCl a ensuite été migrée dans un gradient de glycérol en conditions non dénaturantes. 20
fractions,correspondantàdeszonesdedifférentedensité,ontétécollectées.LaprésencedApi5
dansdifférentesfractionsdugradientaétéanalyséeparWesternblot.
La recherchedepartenaires protéiquesdApi5 sest faite par des expériences de co
immunoprécipitation à partir de noyaux de cellules HeLa. Les cellules HeLa avaient été
préalablementtransfectéesparunplasmide« taptag »videoucontenantlisoformede504aa
dApi5 en fusion avec une étiquette HA, utilisée pour limmunoprécipitation. Les fractions
immunoprécipitées ainsi que les extraits utilisés pour lessai (Input) ont été analysées par
Western blot (Figure 28). Lapproche est validée par limmunoprécipitation des hmwFGF2
avec HAApi5. Trois nouveaux partenaires ont été identifiés par cette approche : les
ubiquitinesE3ligasesMDM2etVHL,etlerécepteurERa (WBnonmontré).
Figure 28. Le FGF2 et les E3 ubiquitine ligases
MDM2 et VHL interagissent avec Api5 dans les
noyaux des cellules HeLa. Analyse par Western
blot des fractions immunoprécipitées avec un
anticorps antiHA à partir dextraits nucléaires de
cellulesHeLatransfectées avec unvecteur«taptag»
vide ou contenant lisoforme de 504aa dApi5 en
fusionavecuneétiquetteHA.(Input=extraitsbruts
utiliséspourlimmunoprécipitation)
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Figure29.Api5colocaliseavecleFGF2etMDM2auniveaudesnoyauxdescellulesHeLa.
Analysedela localisationcellulairedApi5 (envert),FGF2(sérieduhaut,enrouge)etMDM2
(série du bas, en rouge) dans des cellules HeLa par Immunofluorescence. Les foyers jaunes
correspondent à la colocalisation entre Api5/hmwFGF2 (formes nucléaires) et Api5/MDM2.
Lesnoyauxontétécolorésavecdelioduredepropidium(IP,enbleu).Echelle:10µm.
MDM2 est principalement connu pour être lE3 ubiquitine ligase responsable de
ladressage au protéasome de la protéine p53. Cependant MDM2 est aussi capable de
reconnaîtreetinteragiravec E2F1.Contrairement àlinteractionMDM2/p53,laliaisonentre
MDM2etE2F1ninduitpasladégradationdelaprotéineE2F1maislastabilise (Zhangetal,
2005) .LappartenancedApi5 etMDM2àunmêmecomplexesavèreunepiste intéressante
pourlacompréhensiondelinteractionfonctionnelleentreApi5etE2F1.
La validation de linteraction entre MDM2 et Api5 s'est alors poursuivie par des
expériences de colocalisation à partir des protéines endogènes dans les cellules HeLa.
Lanalyse a été faite par microscopie confocale (Figure 29). Encore, les hmwFGF2 ont été
utilisées comme contrôle positif. Les essais dimmunofluorescences montrent que le
marquagedApi5 se superposeavec celuideshmwFGF2à certains endroits (foyers jaunes)
danslenoyaudescellules. Cerésultatestsurprenantdufaitquelinteractionentrecesdeux
protéinesestdirecte(VandenBergheetal,2000).Lemêmetypedobservationestfaitepour
la colocalisation dApi5 etMDM2. Les résultats obtenus confirment l'interaction, directe ou
indirecte,deMDM2 avecApi5.
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Notredémarchepourcaractériserlassociation entreApi5etMDM2sestorientéevers
ladéfinition de lanaturedelinteraction,directeouindirecte.Danscesens,nousavonsmisen
placedesessaisGSTpulldownavecdesprotéines recombinantesproduites au laboratoire.
Cependant dans nos essais, linteraction avec le FGF2.24 apparaissant bien comme directe,
linteractionavecMDM2sestavéréenondirecte (résultatsnonprésentés).
B CARACTERISATION DEDIFFERENTES ISOFORMESDAPI5
Rationnel
Plusieurs isoformesdApi5 detaillevariableontétérépertoriées danslesbanquesde
données informatiques. Cependant les seules isoformes dApi5 utilisées dans les travaux
publiés chez lHomme sont celles de grande taille, lesquelles semblent jusquà maintenant
avoirdespropriétésetdescomportementssimilaires.
AvantdedéfinirlescellulesHeLaetH1299commemodèlecellulairepourmonétude
sur la relationentreApi5etE2F1, jai travaillé avecplusieurs lignées cellulaires (Y79,3T3,
MCF7,HEK). Jaiutilisé égalementdifférentsanticorpsantiApi5(produitsau laboratoireou
commerciaux,monoclonauxoupolyclonaux) etdifférentsARNs interférents. Jaiobservéen
WesternblotunegrandevariétédeformesdApi5detailledifférente.Defaçonintéressante,
les H1299 présentent une isoforme majoritaire denviron 40kDa de localisation
exclusivement cytoplasmique.Cette isoforme faitpenserau cloneC1 initialement clonépar
VandenBergheetal.en2000.
Objectifs
Ces étapes de mise au point ont cherché à déterminer quelles étaient vraiment les
isoformesexpriméesdansleslignéestumorales.
140
La recherchededifférentes isoformesprotéiquesdApi5 adébuté insilico, puis sest
poursuivie par une stratégie de clonage et séquençage à façon, à partir dADNcdes lignées
cellulaires HeLa,H1299etMCF7.Lebutétaitdisoleretclonerdifférentesisoformes dApi5,
de les identifier par rapport aux formes répertoriées dans les banques informatiques et
détudier leurs comportements,probablementdifférentsenfonctiondesdomainesprotéiques
comprisdansleurséquence.
Matérieletméthodes
LamesuredesactivitésluciféraseFireflyetReniliaaétéréalisée àlaidedukitDual
Luciferase®ReporterAssaySystem (Promega)selonlesindicationsdufournisseur.
La stratégiede clonageet séquençageà façonàpartirdADNcdes lignées cellulaires
HeLa,H1299etMCF7comporteplusieursétapes :
1)générationdesADNcparReverseTranscription(RT) des ARNstotauxdecellulesHeLa,
H1299 etMCF7en utilisantuneamorceoligodT ;
2) amplificationspécifiquedecertainsdecesADNcparPCRenutilisantdesamorcessens,
enamontde deuxcodonsAUGidentifiés(auniveaudu1er et4ème exon dApi5),etdesamorces
antisens,enavaldescodonsStopdesisoformes504/510aa, identifiéespréalablement (Van
denBergheetal,2000) ;
3)clonagedes produits damplificationobtenusdansunvecteurnavettepSCB(Stratagene)
puisséquencésàfaçon ;
4) étude in silico des différentes isoformes clonées, identification des épissages qui ont
générélesdifférentesisoformesclonéesetcomparaisonauxdonnéesdéjàexistantesdansles
banques informatiques. Lidentificationdun troisième typedépissageauniveaududernier
exonapermislacaractérisationduneisoformede524aa etledesignduneamorceantisens
spécifiqueauniveauducodonStop.
5)clonagedesisoformesdanslesvecteursdexpression« taptag »etpEGFP(Clontech)afin
détudierleurcomportementdanslacellule.
Les analyses par Western blot, Immunofluorescence et lextraction de protéines
associéesàlachromatineontétéréaliséescommedécrites précédemment(GarciaJoveetal,
soumis).

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Résultats
Létude delaséquencedesisoformesdegrandetailledApi5 de504et510aaapermis
didentifier une deuxièmeméthionine, entourée dun bon consensus de la séquence Kozak,
situéà126aa enavaldelapremièreméthionineetenphaseaveccelleci (Figure30 B).La
traductionàpartirdecetteméthioninepermettraitlagénérationdeprotéinesApi5tronquées
naturellementdeleurextrémitéNterminale.Jai alorsétudiélapossibilitédelexistencedun
promoteuralternatifenamontcedeuxièmecodonStartsituédansle4ème exondugèneAPI5.
Pourcelajai clonédesrégionsde1000pbdesintrons3et4,justeenamontdesexons3et4
respectivement, dans un vecteur pGL3. Dans le vecteur pGL3, lexpression de la luciférase
Fireflyestsousladépendancedelaséquenceclonéeenamont.
A.
B.
Figure30.LegèneAPI5 possèdeunpromoteurinterneauniveaudu3ème intronquipeutinitier
latranscriptiondunARNmquipossèdeuncodonAUGenphaseavecceluidApi5 pleinetaille.
(A) Mesure de lactivité de la luciférase Firefly rendant compte de lactivité transactivatrice de la
séquenceclonéeenamontdesongènedanslevecteurpGL3(Promega).LevecteurpGL3estvideou
portedesfragmentsde1000pbdesintrons3et4dugèneAPI5 humain,justeenamontdesexons3et
4 respectivement. Lactivité Firefly est normalisée par rapport à lactivité de la luciférase Renilia,
exprimée sous le contrôle du promoteur CMV dans un vecteur cotransfecté avec les différents
contructionspGL3. (B) Séquencede lADNccodantpour la formede504aadApi5 humain.Lesdeux
codonsdinitiationenphasesontsoulignés.
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Cetteexpérienceapermisdemettreenévidencelexistencedunpromoteuralternatif
au niveau du 3ème intron du gène API5 (Figure 30 A). Ce résultat ouvre la possibilité de
trouver des isoformes protéiques dApi5 de séquence identique à Api5 pleine taille mais
tronquéesenNterminalcarleurtraductionestinitiéeauniveaudeladeuxièmeméthionine
identifiée.
Lastratégiedeclonage etséquençagedisoformesdApi5, isoléesparPCRàpartirde
RT des ARNs totaux de cellules HeLa, H1299 et MCF7, a permis lidentification de 11
isoformesdApi5 (Figure31).Troisépissagesalternatifsen3delARNdApi5 génèrenttrois
« familles » deprotéinesApi5 :de524,504et510aa,avecunedivergencedeséquencedans
leurextrémitéCOOH. Lesisoformesterminantparune« extrémité524 »nontétéretrouvées
quedans lescellulesH1299.Les isoformesterminantpardes« extrémités504et510 »ont
parcontreétéretrouvéesdanslestroislignéescellulairesHeLa,H1299etMCF7.
A.
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C. 
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Figure 31. Isoformes dApi5 isolées et clonées par RTPCR. Les différentes isoformes
dApi5 ont été isolées par PCR à partir deRT des ARNs totaux de cellulesHeLa, H1299 et
MCF7.LesPCRontétéfaitesavecdesamorces sens, enamontdesdeuxATG(du1er et4ème
exon), et avec des amorces antisens, en aval des codons Stop des isoformes 504aa (A) et
510aa (B), identifiées préalablement. Les ADNc obtenus ont étés clonés puis séquencés à
façon, pourêtreétudiésinsilico. Lidentificationduntroisièmetypedépissageauniveaudu
dernier exon a permis la caractérisation dune isoforme de 524aa (C) et le design dune
amorce antisens spécifique auniveauducodonStop.
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Les différentes isoformes peuvent être assimilées à des variants naturels, qui
possèdentouexcluentdesdomainesfonctionnelsdelaprotéineApi5 pleinetaille (impliqués
danssonactivité,soninteractionavecd'autresmolécules,salocalisation...) (Figure31).Nous
avons alors émis l'hypothèse de l'existence de différents rôles associés aux différentes
isoformesdApi5,enfonctiondesdomainesfonctionnelsretrouvésdansleurséquence. Pour
pouvoirutiliserlesdifférentesisoformesdApi5 entantque« mutantsnaturels »desformes
degrande taille,nousavons cloné les11 isoformes identifiéesdans levecteur dexpression
« taptag », en fusion avec une double étiquette « HA » et « flag », et dans le vecteur
dexpression pEGFC1, en fusion traductionnelle avec lEGFP. Lanalyse par Western blot et
parmicroscopieconfocaledeces outilsestmontréedansles Figures 33 et34.
Figure 32. Isoformes dApi5 isolées et clonées par RTPCR. Représentation schématique des
domaines protéiques inclus et exclus dans les différentes isoformes, par lutilisation des deux
promoteursdugèneAPI5 etsuiteauxdifférentsépissagesdelARNdApi5.
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Les isoformes de petite taille (275 et 278aa) ne possèdent pas le domaine leucine
zipper ni la NLS, ce qui leur confère une localisation cytoplasmique (Figure 34). Les
isoformes de 352 et 398aa, initiées à la deuxième méthionine, ne possèdent pas le motif
LXXLL ni le premier domaine de liaison aux hmwFGF2 et semblent très stables. Plusieurs
isoformesapparaissentsousformesdedoublets(etmêmeprésententplusieursbandes)lors
de lanalyse par Western blot avec des anticorps dirigés contre les étiquettes HA ou flag
(Figure 33). Cette observation confirme lexistence de modifications posttraductionnelles
surlaprotéineApi5(phosphorylation,acétylation,clivage ?).
Defaçonsurprenante, lisoformede469aa (issuedunépissagealternatifdelapleine
taillede504aa) estlétalepourlescellules.Ilsnousaétéimpossibledelutiliserenexpression
transitoire avec les vecteurs « taptag » ou pEGFPC1 ; ni même en expression inductible,
associée à un système dexpression tetON (les fuites du promoteur suffisaient à tuer les
cellules transduites stablement avec le vecteur portant la construction « tetONApi5.469 »).
Cetteisoformeparticulièrede469aapossèdetouslesdomainesdApi5 pleinetaille,exceptéle
domaine leucine zipper qui a est tronqué. Cette isoforme semble constituer un dominant
négatiflétaldelaprotéineApi5.
Figure 33. Analyse parWestern blot des isoformes 504/ 469/ 275/ 510/ 352/
524/ 398/ 278aa dApi5. Les différentes isoformes isolées ont été clonées dans un
vecteur « taptag » qui porte en tandemdeux étiquettesHA et deux étiquettes flag, en
fusion avec lADNcdintérêt. (A)Révélation avecun anticorps antiHA. (B)Révélation
avecunanticorpsantiflag. LéchelleestdonnéeenKDa.
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Figure 34. Localisation cellulaire des
isoformes dApi5. (A/B)Des cellulesHeLa
ont été transfectées avec les isoformes de
504/510/524/398/352/278aaenfusion
aveclEGFP(envert).LevecteurEGFPvidea
été utilisé comme contrôle. Les noyaux ont
été colorés avecde lIP (enbleu) (A)Détail
de lassociation à la chromatine des
isoformesde504et510aa.Echelle10µm.
EGFP Api5.524
Api5.398 Api5.352
Api5.278
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Figure35.AssociationàlachromatinedesisoformesdApi5.Lesisoformes dApi5 de504
/ 510 / 524 / 398 /352 / 278 aa (A àF) ont été clonées dans un vecteur en fusion avec
létiquetteHAetutiliséespourlatransfectiondecellulesH1299. Lesprotéines associées àla
chromatine ont été extraites par des traitements croissants en concentrations de NaCl, à
partirdenoyaux entiers.Laprésencede(HA)Api5,delaTBP(« TATABoxBindingProtein »)
et de lhistone H3 a été analysée dans les différentes fractions par Western blot. (cyto =
factioncytoplasmique ;0=fractionDNase ;0,4  0,8  1  2MdeNaCl ;N.E.=nonextrait).
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Létudedelalocalisationdes11isoformesdApi5 identifiées,ainsiquelétudedeleur
associationàlachromatineaconstituéleprojetdestagedeMaster1delétudiantGuillaume
Perez,quejaiencadré.
Lesrésultatsdelanalysedelassociationàlachromatine ducoupleApi5/hmwFGF2,en
fonction de lisoforme dApi5 surexprimée dans les cellules H1299, sont présentés dans la
Figure35. Lanalysedu comportementbiochimiquedesdifférentesisoformes visàvisdela
chromatine consiste à soumettre les culots nucléaires des cellules transfectées à des
concentrations croissantes de NaCl pour permettre lélution de protéines associées à la
chromatine.
LesprofilsdesWesternblots desprototypesdegrandetaille, de504,510et524aa, sont
identiques(Figure35 A,B etC).Laseuledifférenceentre cesespèces pleinetailledApi5 se
situedans leurdernierexon(exon13,Figure31) qui, danslestroiscas, nesemblepascoder
pourdesdomainesprotéiquesconservés.Lastructureprotéiquedecestroisisoformespeut
êtreconsidéréeéquivalente.Cesisoformesapparaissentreprésentéesdanslecytoplasme,ceci
peutsexpliquerpar leursynthèsedenovo dans lecytoplasmeet/ouunecontaminationdes
protéines nucléaires dans le cytoplasme lors de lextraction (cette dernière hypothèse est
appuyéepar la présencede laTBP dans le cytosol). Le profil dassociation à la chromatine
dApi5 et les hmwFGF2reste lemêmepources trois isoformes, àsavoiruneprésencedans
touteslesfractionsnucléaires.
Lisoformede398aa,quinepossèdepaslepremierdomainedeliaisonauxhmwFGF2,
se retrouve dans toutes les fractions de lextraction (Figure 35 D). Par contre, quand
lisoformede398aaestsurexprimée,leshmwFGF2 sontsousreprésentéesdanslesfractions
associées à la chromatine. Ce résultat fait penser à une nécessité de linteraction
Api5/hmwFGF2 pourqueleshmwFGF2 soientassociéesàlADN.
Lisoforme de 352aa est un variant ayant perdu le premier domaine de liaison aux
hmwFGF2.Comme lisoforme de398aa, elle est aussi retrouvéedans les fractions dehaute
concentration en NaCl, cestàdire associée à la chromatine (Figure 35 E). Dans les
conditionsdesurexpressiondelisoformede352aa,lesFGF2nucléairessontlargementsous
représentéstandisquontvoitapparaîtreuneformeclivéeduFGF2nucléaire.Cetteformede
petit poids moléculaire, ainsi que le FGF2 de 18kDa, sont très fortement associés à la
chromatine.
Ladernièreisoformetestée danscetteanalyseestcelle de278aa.Ellealaparticularité
davoirperdupar épissage alternatif ledeuxièmedomainede liaison auxFGF2, ledomaine
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LeucineZipperetlaNLS.Elleseretrouveuniquementdanslafraction cytoplasmique etpas
dutoutassociéeàlachromatine (Figure35 D),etcemalgréaumarquagediffusobservépour
cette isoforme de 278aa en immunofluorescence (Figure 34 B). De façon intéressante, les
hmwFGF2 sontsousreprésentésdanslenoyau lorsde lasurexpressiondecetteisoforme.
C LASOURISKNOCKOUT API5
Rationnel
Danslactualité,lagénérationdemodèlesanimauxknockout(KO)estuneapprocheclé
pourlétudeetla compréhensiondelafonctiondune protéine.LasourisKOdApi5 napasété
publiée.Amonarrivéeaulaboratoire,unelignéedesourisinvalidéespourunallèledugène
API5 avaitétéproduiteparlatechniquede« genetrap ».
Objectifs
La génération de souris homozygotes pour linvalidation dApi5, létude du profil
dexpression dApi5 dans les animaux hétéro/homozygotes au cours du développement
embryonnaireetàlâgeadulte,ainsiquelanalysehistologiquedesconséquencesdelaperte
dApi5 constituaientunegrandepartiedemonprojetdethèseoriginel.
Matérieletméthodes
Latechnique« gene trap »consisteenlinsertionaléatoiredunecassettedesélection
danslegénomedecellulesESdesouris.Lacassettedesélectioncomporte : unsite accepteur
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dépissageen5(modifiépourlerendrefortettitrerlamachineriedépissage) ; legènelacZ
codantpour lenzyme bgalactosidase ;  le gènederésistanceà lanéomycine,néoR (codant
pourlenzymeNéomycinePhosphotransferase).LegènenéoR permetlasélectiondescellules
ES.Lidentificationdusitedinsertiondelacassettesefaitpar« RacePCR ».Silinsertiondela
cassettesefaitauniveaudungène,celapeutconduireàsoninvalidation.Danslecasdune
insertionauseindungène, laséquencecodantedugène lacZ estépisséeavec lesexonsdu
gène setrouvant enavalde lendroitoùsestproduite linsertion. Ilenrésulteuneprotéine
chimère qui porte quelques premiers acides aminés de la protéine dintérêt en fusion avec
lenzymebgalactosidase. Cetteprotéinechimèrepossèdedonc lactivitécatalytiquede lab
galactosidase,cequipermetdanalyserleprofildexpressiondugènedintérêtparcoloration
Xgalàdesstadesembryonnairesouadultes.
Cest ainsi que deux lignées de cellules ES ayant intégré la cassette de sélection au
niveaudugèneAPI5 ontétégénéréesetidentifiées(Figure36).
Dans lapremière lignée, linsertionsest faiteauniveaudu1er intron, cequi invalide
complètementlegèneApi5(seuleunedizainedacidesaminés,codéeparlexon1,seretrouve
enfusionavecla bgalactosidase).
Dans la deuxième lignée, linsertion sest faite au niveau du 6ème intron. La protéine
chimère issue de cette insertion comporte la séquence en acides aminés codée par les 6
premiersexons dugèneAPI5 enfusionaveclabgalactosidase.
Pourlétudede lapertedelafonctiondApi5 dansunmodèlemurin,nousavonschoisi
detravailleraveclalignéedesourisdontlinsertionsestfaiteaprèsle1er exon.
Figure 36. Insertion de la cassette bGal au niveau du gène API5 murin. Schéma
représentant lendroitde linsertionde la cassettede sélection« bGal/néo », contenant les
gènesdelabGalactosidaseetdelarésistanceàlanéomycine,auniveaudu 1er introndu gène
API5 delalignéede sourisknockoutpourApi5.Unedeuxièmelignéedesourisaétégénérée
parlinsertiondelacasette« bGal/néo »auniveaudelintron 7dugèneAPI5.
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Legénotypagedessourishétéro/homozygotesaétéfaitparPCRàpartirdelysatsde
queue de souriceau (digérée pendant 16h avec de la protéinase K). Les séquences des
amorces utilisées pour le génotypage sont : Forward intron 1 5ctttagtgtattgtcatgtgca3 ;
Reverse allèle « Gal/néo » 5gcttcactgagtctctggc3 ; Reverse allèle sauvage 5
cacgaccgtaattttaagtcc3.
Résultats
A. B.
C.
Figure37. Caractérisationdes sourishétéro/homozygotesduKOAPI5. (A) Immunohistochimie
antiApi5surunecoupedembryonE11/12desourishétérozygotes API5 +/bGal.(B) ColorationXGal
de trois embryons E11/12 de souris sauvages (en blanc) hétérozygotes API5 bGal/+ (en bleu). (C)
Analyse par PCR à 3 amorces du génotype dembryons à E11/12 issus dun croissement entre
hétérozygotesAPI5 bGal/+.Labandedamplificationdetaillesupérieure estissuedelallèlesauvage ;
inversement,labandedetailleinférieureestissuedelallèlemutée.LesproduitsdePCRsontdéposés
surgeldagarose2%.
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Lessourishétérozygotesadultesbgal/+neprésententaucunedifférenceparrapport
auxsourissauvages.Leurduréedevieetleurfertiliténesemblentpasmodifiées.
Laréalisationdescroisements contrôlés (contrôleetsuividelinséminationdessouris
femelles) entre souris hétérozygotes bgal/+ a permis la dissection de plusieurs portées
dembryonsàdesdifférentsstadesdedéveloppement.LaFigure37.présentelesanalysesdu
profil dexpression dApi5 dans des embryons de souris à J11/12. (A, immunohistochimie
antiApi5surunecoupedembryon ; B,colorationXgaldetroisembryonsentiers).Lanalyse
immunohistochimique a été réalisée en collaboration avec le Dr. Céline Basset.
Malheureusement, latechniquedefixationetdemarquageutiliséepoursesétudesnétaitpas
adaptée à létude histologique des embryons. Le travail demise au point a été abandonné
suite au résultat obtenu par coloration Xgal dembryons entiers. En effet, le marquage est
uniforme sur tout lembryon, ce qui veut dire quApi5 est exprimé dans tous les tissus au
coursdudéveloppementembryonnaire.
LarecherchedesourishomozygotesparunetechniquedePCRà3amorcesàpartirde
queues de souriceaux amis en évidence labsence de souris homozygotes dans les portées
issues du croissement de souris hétérozygotes bgal/+ F1 (Figure 38). Nous avons donc
concluquelinvalidationhomozygotedegèneAPI5étaitlétale.
Figure 38 Résultats des croisements de souris hétéro/homozygotes du KO API5.
Représentation non exhaustive des résultats obtenus lors des croisements des différentes
générationsdesouris hétérozygotes API5 bGal/+,nécessairesàlobtentionetaumaintiendela
lignée KOAPI5. (wt=embryonssauvages)
Nousavons alorsmisenplaceplusieurssériesde croisementscontrôlés entresouris
hétérozygotes bgal/+ et nous avons prélevé les embryons à différents stades de
développement (stade E16,E11etE6).Lebutétant dedéterminerlestadeembryonnaireoù
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labsencedApi5 est délétère pourlembryon homozygoteetprovoquesamort.Cettepartiedu
travail,jelairéaliséeencollaborationaveclePr.BernardKnibiehler,professeurenBiologie
duDéveloppement.Anotresurprise,legénotypagedesembryonsE6deplusieursportées na
pas permis didentifier des homozygotes. Ce résultat montre que la mort de lembryon
homozygote se produit à des stades très précoces du développement embryonnaire. La
poursuite de la caractérisation du stade embryonnaire où labsence dApi5 empêche le
déroulementnormalde lembryogenèse nécessitedetravailler avecdesembryonsdestades
trèsprécoces(quelquescellules) oumêmedescellulesES.Pouraccéderàlatechnologieetà
laconnaissancerequisespourcetravail,unecollaborationdevraêtremiseenplace.
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Figure39.ModèledelarégulationdelactivitétranscriptionnelledufacteurE2F1 parApi5(et
leFGF2) etdesdonnéesaccumuléeslorsdecetravaildethèse.Lesdifférentsrésultatsaccumulés
(1à9)aucoursdemontravaildethèseserontdiscutésparlasuitedans5chapitres :
I.RôledeApi5danslarégulationtranscriptionnelleparE2F1.(points1à4)
II.Possiblebouclederégulationdelexpression entreleFGF2etlecoupleApi5/E2F1.(point5)
III.Api5appartientàunouplusieurscomplexesprotéiquesnucléaires. (point 6)
IV.LépissagealternatifdutranscritApi5génère11isoformesprotéiques.(points7et8)
V.LinvalidationdApi5chezlasourisestlétaleinutero. (point9)
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AucoursdemathèsejaiétudiélerôledApi5 etdeshmwFGF2 danslecontrôlede
lexpressiongéniqueparlefacteurdetranscriptionE2F1.
Dans la première partie de mon travail de thèse, de laquelle est issu un article
actuellement soumis au journal PLoS ONE, jai mis en évidence ce qui semble être une
interaction fonctionnelle entre Api5 et E2F1 au niveau de la régulation de lexpression de
gènesdontleproduitestnécessairesàlatransitionG1/Sducyclecellulaire.
Dans la deuxième partie de mon travail de thèse, jai cherché à caractériser les
partenaires et leprofildexpressionde laprotéineApi5dansnosmodèlescellulaires (HeLa,
H1299etMCF7).Enparallèle,jaimenéelétudedelafonctiondApi5invivo paruneapproche
de sourisknockout,danslebutdanalyserlesconséquencesphysiologiquesde lapertedApi5
danslorganismemammifère.
I. RôledeApi5danslarégulationtranscriptionnelleparE2F1.
Api5 est une protéine initialement identifiée dans léquipe comme partenaire direct
desformesnucléairesduFGF2(leshmwFGF2),impliquéesdanslaproliférationcellulaireet
loncogenèse(VandenBergheetal,2000).Enparallèleàcetravail,Api5aétéidentifiécomme
facteurdesurvie,inhibantlapoptosedescellulesdansunmilieupauvreensérum,etcomme
facteurstimulantlepouvoirinvasifdecellulescancéreusescervicales(Kimetal,2000;Tewari
etal,1997).
 Lintérêt de léquipe pour la protéine Api5 a été renouvelé suite à la publication en
2006dun travail sur lemodèlede laDrosophile (Morris et al, 2006).Dans cette étude, les
auteurs ont mis en place un crible génétique in vivo pour identifier des modificateurs de
lapoptose induite par le facteur de transcription E2F1. Ce crible a permis lidentification
dApi5en tantquinhibiteurde la voieapoptotiquedE2F1.Létudepoursuivie invitro,dans
des cellules humaines Saos2 (p53 et pRb nulles), montre quApi5 protège les cellules de
lapoptosedansuncontextedesurexpressiondE2F1,maisqueceteffetnepassepasparune
inhibitionde lactivité transcriptionnelledE2F1. Cependant, les auteursnediscutentpas le
fait que dans des conditions de surexpression dE2F1, la cosurexpression dApi5 semble
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augmenter les niveaux protéiques des cibles transcriptionnelle dE2F1. A ce jour, aucun
mécanismemoléculairepourlinteractiongénétiqueentreApi5etE2F1naétéproposé.
Amonarrivéeaulaboratoireen2007,nousavonsconçuunprojetderechercheayant
pourbutlétudedelarelationentreE2F1,Api5etleshmwFGF2.
Létude biochimique et des domaines structuraux conservés de la protéine Api5 a
révélé quApi5 possède plusieurs domaines de reconnaissance et dinteraction protéine
protéine (motif LXXLL, régions organisées hydrophobes et un domaine leucine zipper)
normalementretrouvésdansdescofacteursetfacteursdetranscription(VandenBergheet
al,2000).Deplus,undomainedetransactivationputatifestretrouvéauseindelastructure
dApi5.
Api5 est une protéine nucléaire qui, en immunofluorescence, révèle un marquage
ponctuel exclu de lhétérochromatine, suggérant quelle pourrait appartenir à des entités
nucléaires fonctionnelles. Par des extractions salines à partir de noyaux cellulaires entiers,
nousavonsmontréquApi5estuneprotéinefortementassociéeàlachromatine.Cepremier
résultat,aveclesdonnéesbibliographiques,nousamissurlapistedunpossiblerôledApi5
auniveaudelachromatine,avecdesconséquencessurlactivitétranscriptionnelledE2F1.
LefacteurdetranscriptionE2F1joueunrôleclédansledevenirdelacellule.Parson
activité transcriptionnelle, il peutdéclencher et contrôler laprogressiondu cycle cellulaire,
mais peut aussi induire lapoptose (Iaquinta & Lees, 2007). Jai analysé le comportement
dApi5 lors de ces deux processus cellulaires. Dans un premier temps, je ferai le point des
résultats obtenus sur la relation dApi5 et E2F1 dans des conditions « physiologiques » du
cyclecellulaire,puisdansdesconditionsdestressgénotoxique.Aprèscela, jediscuterai  les
résultats obtenus sur lemécanismemoléculaire de linteraction fonctionnelle entreApi5 et
E2F1.
Api5etcyclecellulaire.
Pardesexpériencesdesynchronisationcellulaire,jaiobservéquApi5estuneprotéine
réguléeaucoursducyclecellulaire.Cetypedexpressioncyclique esttrèscommunparmiles
régulateursducyclecellulaireetE2F1, luimême,yestsujet(Wangetal,2006).Deplus,de
façon très intéressante, les deux protéines Api5 et E2F1 présentent un profil dexpression
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similaire au cours du cycle cellulaire. A noter, les deux protéines atteignent un pic
dexpressionen findephasedeG1etendébutdephaseSalorsquellesvoient leurniveau
diminuerenphaseG2(lexpressiondE2F1resteplusstablequecelledApi5aucoursde la
phaseS)pourpresquedisparaîtreenmitose.Lesniveauxdesdeuxprotéines,Api5etE2F1,
sont diminués dans les cellules quiescentes, alors quaprès stimulation mitogène, leur
synthèsedenovo permetuneaccumulationimportanteenapprochedupointderestrictionet
enfindephaseG1.
ApartirdesdonnéessurlarégulationdelaprotéineApi5aucoursducyclecellulaire,
jemesuisintéresséeaurôledApi5danslatranscriptiondeciblespromitotiquesdE2F1et
obtenu des résultats intéressants. La déplétion dApi5 diminue de façon significative les
niveauxdetranscritdeplusieursciblestranscriptionnellesdE2F1nécessairesà latransition
G1/Sducyclecellulaire.Auniveaucellulaire,ladéplétiondApi5provoqueuneaccumulation
des cellules en phaseG1, au détriment de la phase S, ainsi quun retard de croissance. Les
observations faites lors de la déplétion dApi5 sont équivalentes à celles faites avec une
déplétiondE2F1.CesrésultatsdémontrentunrôleclédApi5danslatransitionG1/Sducycle
cellulaire.Api5sembleparticiperàlexpressiondecertainsgènes promitotiquesdépendants
dE2F1.
AumomentdelatransitionG1/Sducyclecellulaire,E2F1estaussiretrouvéauniveau
depromoteursdegènesproapoptotiquesetstimulelexpressiondecertainescaspasesetde
protéines à domaine BH3 seul (Hershko & Ginsberg, 2004; Nahle et al, 2002). Par la
stimulationpériodiquedelexpressiondegènesproapoptotiquesaucoursducyclecellulaire,
E2F1prépareraitlacelluleàlapoptoseenréponseàunpossibleévénementdélétère,survenu
aumomentde lasynthèseetréplicationde lADNoude laségrégationdeschromosomes. Il
masembléalorsintéressantdanalyserleffetdApi5surcesciblesproapoptotiquesrégulées
lors de la transition G1/S. Jai observé que, comme pour certains gènes promitotiques
contrôlés par E2F1, Api5 est nécessaire à la bonne expression de certaines cibles pro
apoptotiquesdE2F1,dont lexpression estnormalementactivéeauxabordsde la transition
G1/S.
MontravailsestfaitsurdescellulesHeLaasynchronestraitéesavecdessiARNdirigés
contreE2F1 ouApi5.Danslesdeuxcas,jaiobservéunediminutionduniveaudetranscritde
la caspase activatrice 9 mais une augmentation du niveau des transcrits des caspases
effectrices 3 et7. Ce résultat signifierait que, dans notre modèle cellulaire, E2F1 et Api5
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régulentpositivementlexpressiondelacaspase9etnégativementcelledescaspase3et7.
Les travaux qui ont mis en évidence la régulation des caspases par E2F1, montrent une
accumulation de la caspase9 au cours de la phase S, mais aussi une accumulation des
caspases3et7(Nahleetal,2002).Ladifférenceentreleurrésultatetlemienpourraitêtre
expliquéeparlapprocheexpérimentale.DansnotreétudejaitravailléavecdescellulesHeLa
asynchrones, alors que dans létude de Nahle et al., les cellules IMR90 (lignée cellulaire
embryonnairehumainedepoumon)utiliséesontétésynchroniséesparprivationdesérum.
Lesdeuxexpériences,etdonclesrésultatsissus,sontdifficilementcomparables.Mesrésultats
sur lexpression de cibles apoptotiques dE2F1 ne montrent pas une régulation dApi5 et
dE2F1à unmomentdonnéducycle,maisunerégulationglobale.Ilestpossiblequedefaçon
générale,dansunepopulationcellulaireasynchrone,E2F1etApi5stimulentlatranscription
decaspaseseffectrices telsque lacaspase9,maisverrouillent la transcriptiondescaspases
activatrices3et7,plusenavaldanslacascadedinductiondelapoptose.
Dansmon travail, jai fait une extrapolation dumoment du cycle cellulaire où Api5
exercesarégulationàpartir :
(1)dupicdexpressiondelaprotéine(aumomentdelatransitionG1/S) ;
(2)delanaturedesciblestrancriptionnellesdE2F1quiontétéidentifiéescommeaffectées
parladépletiondApi5 (toutesétantdesciblesactivéesparE2F1aumomentdelatransition
G1/S) ;
(3) de leffet de la déplétion dApi5 au niveau cellulaire (qui consiste en une forte
accumulationdescellulesenphaseG1ducyclecellulaire).
Enconséquence,mesrésultatssurlerôledApi5dans laprogressionducyclecellulaire
pourraient être complétés par une approche de synchronisation cellulaire combinée à des
siRNAs, afin de visualiser la régulation par Api5 et par E2F1 à des stades précis du cycle
cellulaire.
Une expérience intéressante, qui élargirait la portée de notre étude, consisterait
comparerlacroissance tumorale decellulestraitéesavecdesARNsinterférents dirigéscontre
Api5,E2F1oucontrôle.Eneffet,nousavonsmisenévidenceuneaccumulationdescellulesen
phaseG1,quandcellescisonttraitéesavecunsiARNdirigécontreApi5(ouE2F1,entantque
contrôle positif), ainsi quun retardde croissance. Cependant, nous ne savons pas si à long
terme ce traitement aurait des conséquences sur la tumorigenèse. Pour étudier cela, il
faudraitdepréférencetravailler avecdeslignées enconditionsdetransfectionstableavecdes
shARNs.
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LagénérationdelignéesstablesexprimantunshARNdirigécontreApi5(defaçonnon
inductible) avait déjà été testée selon une approche de transduction lentivirale. Il ma été
impossibledétablirceslignéesàpartirdecellulesHeLaetH1299.Ilestpossibledenvisager
que le rôle de Api5 dans la prolifération et la croissance des cellules HeLa et H1299 soit
essentiel,puisquesapertenepeutêtresélectionnée.Ilseraitdoncrecommandédetravailler
avec des promoteurs inductibles. Cependant, plus récemment, nous avons réussi à établir
différentes lignéesdecellulesMCF7exprimantunshARNdirigécontreApi5 selon lamême
approche.Lesrésultatspréliminaires laissententrevoirque les lignéesdecellulesMCF7,où
lexpression de Api5 a été abolie, présentent un retard important de croissance et sont
incapablesdedevelopperdestumeurschezlasourisnude.Cesobservationsvontdanslesens
denotrehypothèseetnosrésultatssurlerôledeApi5 danslaproliférationetlentréeencycle
cellulaire.
Api5etapoptose.
Dansdesconditionsdestressgénotoxiquecourtouprolongé, laquantitéde protéine
Api5 augmente par rapport au contrôle en analyse Western blot. De même, en
immunofluorescence, lemarquageponctuelnucléairedApi5estmodifiésuiteàuntraitement
génotoxique : le nombre de foyers dApi5 observés est fortement augmenté. Cela nous fait
supposer quApi5 pourrait être jouer un rôle dans la détection ou la réponse dommages à
lADN. Des approches biochimiques seraient nécessaires pour compléter les observations :
lidentification de partenaires dinteraction dApi5 spécifiques des conditions de stress
génotoxique, létude dune synthèse de novo ou de modifications posttraductionnelles en
réponseauxdommagesàlADN...
Initialement, jai testé la possibilité quApi5 soit associé (1) aux « PML bodies » 
structures subnucléaires macromoléculaires permettant lancrage de facteurs intervenant
danslaréplication,latranscriptionetlextinctionépigénétique(Stuurmanetal,1990) ;(2)au
complexe délongation de la transcription  la relocalisation du marquage dApi5 se fait
principalementenréponseàuntraitementparlétoposide,inhibiteurde latopoisoméraseII
quibloqueetstabiliselescomplexesdélongation delatranscription,entreautres.Cependant,
desanalysesdecolocalisationontmontréqueceshypothèsessontnégatives.
ActuellementnousenvisageonsunepossiblerelocalisationdApi5auniveaudesfoyers
dhistonegH2AXphosphorylée,auxabordsdescassuresdoublebrindelADN.Despremières
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données montrent quen conditions normales, Api5 ne colocalise pas avec gH2AX
phosphorylée, mais quen présence dun stress génotoxique, les marquages des deux
protéines se superposent en partie. Encore, il faut traiter, reproduire et approfondir ces
résultats afinde savoir silsontunevraie significationbiologique. Si lesobservations faites
sont validées, il faudra travailler avec dautres senseurs et messagers de la machinerie de
signalisationetréparationdesdommagesàlADN(RPA,PARP1,BRCA1,DNAPK,ATM/ATR,
Chk1/2), afin de compléter les résultats et détablir le rôle dApi5 dans le processus de
surveillancedelintégritégénétique.
Apartirdes résultatsobtenus sur la régulationde laprotéineApi5enconditionsde
stress génotoxique, jeme suis intéressés au rôle dApi5 sur la transcription de cibles pro
apoptotiques dE2F1, sous traitement génotoxique ou pas. Api5 ayant été décrit comme
inhibiteur de lapoptose dépendante dE2F1, je mattendais à avoir un effet dApi5 sur
lexpressiondeciblesproapoptotiquesdE2F1.Cependant,Api5nesemblepasnécessaireà
lexpressionde ciblesproapoptotiques spécifiquement induitesparE2F1en réponse àdes
dommagesàlADN.CerésultatpeutêtresimplementexpliquéparunespécificitédApi5visà
visdescibles transcriptionnellesdE2F1normalementréguléesaucoursducyclecellulaire.
Aucoursdunstressgénotoxique,laprotéineE2F1saccumule(Blattneretal,1999;Hofland
etal,2000) et ilsemblequesonactivité transcriptionnelleestredirigéeauniveaudescibles
proapoptotiques(Pediconietal,2003).Ilestpossiblequecene soitpaslecaspourApi5.
MécanismemoléculairedelinteractionfonctionnelleentreApi5etE2F1.
Un aspect important de mon projet de thèse était la recherche du mécanisme
moléculaireparlequelApi5inhibelapoptoseinduiteparE2F1 ;maiségalementlarecherche
dumécanismepar lequelApi5contribueàexpression degènes impliquésdans latransition
G1/Sducyclecellulaire,dépendantsdE2F1.
NotrepremièrehypothèsedetravailétaitlappartenancedApi5etE2F1/DP1oupRbà
unmêmecomplexe,maisellesestavéréeinvalide.
La forte association dApi5 à la chromatine nous a amené à explorer la possibilité
quApi5 se retrouve associé aux promoteurs cibles dE2F1. Cependant lanalyse par
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ImmmunoprécipitationdeChromatine(ChIP)deliaisondApi5àdifférentspromoteurscibles
dE2F1, na pas mis en évidence une association dApi5 à ces promoteurs. Ce travail a
demandé un grand effort quant à la mise au point des différentes approches utilisées. Un
résultat négatif dans une expérience de ChIP couplée à de la qPCR ne reflète pas
obligatoirementuneabsencede liaisonde laprotéinedintérêtà lADN.Eneffet, lanticorps
utilisé, les conditions de fixation des complexes protéiques à la chromatine et la région du
promoteur analysée influencent de façon importante le résultat et constituent parfois une
limitedelapproche.Etantconscientedecela,jaimisaupointtroisapprochesdifférentes :
1) Ne savant pas si lanticorps antiApi5, dont on disposait, était compatible avec
lexpérience de ChIP, jai cloné les ADNc dE2F1 et Api5 (504aa) dans un vecteur
dexpression en fusion avec létiquette HA. Ainsi, après transfection, limmuno
précipitationdesdeuxprotéinespouvaitsefaireavecunmêmeanticorpsetlesprofils
dassociationàlachromatine devenaient comparables.
2) JaienvisagéuneliaisonindirectedApi5àlADN.Danslecasdelanalysedecomplexes
associésà lachromatine, ilestpossibledutiliserdifférentsagents fixateursetde faire
des mises au point au niveau du temps dincubation et des concentrations dagent
fixateuràemployer.
3) Au moment de la transcription, la chromatine « ouverte » peut sorganiser en une
structure secondaire plus ou moins complexe. Deux sites lointains au niveau de la
séquenceprimairepeuventseretrouveràproximitéaprèsstructurationdelamolécule
dADN.Seloncetteidée,jaicherchélaprésencedApi5surplusieursKbenamonteten
avaldusitedefixationdE2F1auniveaudespromoteurscibles.
Comme jai annoncé précédemment, ces approches ont donné des résultats négatifs.
Api5semblenonassociéeauxpromoteursciblesdE2F1.
Cependant, lesexpériencesdeChIPontdémontréque lorsdesévénementsprécoces
dunstressgénotoxique,lasurexpressiondApi5stimulefortementlerecrutementdE2F1au
niveaudespromoteurscibles.Api5,nétantpasretrouvédansunmêmecomplexeavecE2F1
niauniveaudesciblespromotricesdE2F1,doitexercersonrôledanslerecrutementdE2F1
defaçonindirecte.
En réponse à un traitement génotoxique, nous avons observé une accumulation
nucléaire importante dApi5. Il est envisageable quApi5 sassocie et active des histones
acétylasesoubiendes méthyletransférasesquivontinduiredesmodificationsépigénétiques
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de lachromatine,oumême lamodificationposttraductionnelledE2F1. Ilaétémontréque
lacétylation dE2F1parP300etP/CAFenconditionsde stressgénotoxiquestimulelactivité
transcriptionnelle dE2F1, en renforçant son recrutement au niveau des promoteurs.
Cependant cettemodification posttraductionnelle semble affecter le choix des promoteurs
cibles, en dirigeant E2F1 vers ses cibles proapoptotiques (MartinezBalbas et al, 2000;
Pediconietal,2003).LerôledelacétylationsdE2F1dansuncontextedecyclecellulairena
pasencoreétédémontré.Dansnotretravail,sousdesconditionsdestressgénotoxique,nous
avons quand même observé une accumulation du transcrit de la Cycline E. Ceci pourrait
signifier quemalgré la présence de dommages à lADN, des facteurs de survie tels quApi5
poussentlacelluleàlasurvieetàlapoursuiteducyclecellulaire.
Cesmêmes expériences de ChIP ontmontré que de façon contradictoire, en dehors
dunstressgénotoxique,lasurexpressiondApi5diminuelerecrutementdE2F1auniveaude
sesciblespromotrices.Api5estuneprotéinepouvantsubirdesacétylations(Choudharyetal,
2009).Ilaétémontréquecertainesenzymesacétylasesontuneactivitéspécifiquedansdes
conditionsdestressgénotoxique,notammentdanslacétylationdE2F1(Galbiatietal,2005;
Ianari et al, 2004). Il est possible quApi5 soit un « senseur » des dommages à lADN qui
nécessite une acétylation pour être activé et exercer son rôle de facteur de survie/anti
apoptotique. Les caspases ont un comportement similaire : leur accumulation sensibilise à
lapoptose, mais sans la déclencher car elles saccumulent sous forme inactive. Ainsi
laccumulationdApi5sousformenonactivéepourraitentraînerunencombrementstérique
parsonassociationàlachromatineetavoirainsiuneffetnégatifsurlaliaisondE2F1àlADN,
defaçonnonspécifique ;alorsquedansuncontextedestressgénotoxique,Api5estactivéet
réponddefaçonadaptéeaustresscellulaire.CommecritiqueàcesexpériencesdeChIP,ilme
semblerait essentiel détudier les effets des traitements détoposide et de la surexpression
dApi5 sur sa liaison à lADN dun facteur de transcription autre quun E2F, en tant que
contrôle négatif. Pour tester lhypothèse du rôle de lacétylation dApi5 (ou de la
phosphorylation) en réponse à un stress génotoxique, nous pourrionsmettre en place une
approcheavecdesmutantsponctuelsauniveaudesrésidusconcernésparlesmodifications
posttraductionnellesdApi5.
Il est également envisageable quApi5 stimule la transcription dun modulateur de
lactivitédE2F1dansdesconditionsdestress.Cependant,notreapprochesefaisantsurdes
tempstrèscourtsdetraitementsgénotoxiques(4heures)semble invalidercettepossibilité.
Par ailleurs, il est possible que dans des conditions de stress génotoxique, Api5 recrute ou
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stimulelaformationdecomplexesprotéiquesspécifiques,quirecrutentà leurtourE2F1au
niveaudespromoteurs.Pourrépondreàcesquestions,desapprochesplusgénéralesvisantà
identifierlesinteractantsdApi5parspectrométriedemasse,ouàidentifierlesrégionsdADN
reconnuesparApi5parChIPsequencing,apporteraientdesgrandesquantitésdinformations.
Enfin, ilmesembleimportantdediscutersuccinctementlasériederésultatsnégatifs
ounonsignificatifsquenousavonsobtenulorsdelétudemenéesurlarégulationparApi5de
lactivitétranscriptionnelledE2F1etsurlactivitéantiapoptotiquedApi5.
La déplétion dApi5 provoque une diminution des niveaux de transcrit de plusieurs
cibles transcriptionnelles dE2F1 de la transition G1/S du cycle cellulaire. Cependant la
surexpressiondApi5na aucune conséquence à ceniveau là. Lemême typede réponse est
retrouvé avec la déplétion et surexpression dE2F1. Notre approche nétait peut être pas
adaptéeàlétudedelactivationtranscriptionnelleparE2F1(et par Api5).Eneffet,lescellules
étaient récupérées 12h, 24h et 48h après la transfection transitoire de nos vecteurs
dexpressionetdanslecasdelasurexpressiondE2F1,ilyavaituneapoptoseimportante.Le
travailsurE2F1sefaitnormalementenexpressionstableetinductibleetdanscesconditions,
le pic dactivation transcriptionnelle semble se faire à des temps plus courts (Morris et al,
2006).QuantàApi5, le faitquesasurexpressionninduisepas laccumulationdestranscrits
promitotiques est en accordavec labsencededonnéesbibliographiques lui accordantune
fonctionproproliférative. La surexpressiondApi5ne semblepas suffisantepour activer la
transcriptiondegènes.
Pourfinir,lesmisesaupointsfaitespourlétudedelinhibitiondelapoptoseparApi5
suiteàdestraitementsgénotoxiquessontrestéspréliminairesenraisondelapublication,en
parallèleàmestravaux,duneétudequitraiteenpartiesurcesujet(Rigouetal,2009).Nos
travauxont commencéparuneapprocheoùApi5était surexpriméenprésenceouabsence
dun traitement détoposide. Létoposide est décrite comme activant spécifiquement la voie
apoptotiqueinduiteparE2F1(Linetal,2001).Lamesuredelapoptoseaétéfaiteavecunkit
qui permet de mesurer lactivité des caspases effectrices 3 et 7, en aval de la cascade
apoptotique, mais les résultats ont été décevants. Quelques expériences préliminaires de
mesure de lapoptose (précoce et finale) avec un système AnnexineV/IP par FACS ont
cependant donné des résultats encourageants. Le travail de Rigou et al. comporte des
résultatsquivontdanslesensdenospremièresobservations.Eneffet,dansdesconditionsde
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surexpression dApi5, celuici protège les cellules de lapoptose, mais pas de lactivité
protéolytiquedescaspases3et7(Rigouetal,2009).

II.Possiblebouclederégulationdelexpression entreleFGF2etlecouple
Api5/E2F1.
Api5estunpartenairedirectdesformesnucléairesduFGF2(hmwFGF2), impliquées
dans la prolifération cellulaire et loncogenèse (Van den Berghe et al, 2000). Il était donc
intéressant détablir une possible relation entre le couple Api5/hmwFGF2 et le facteur de
transcriptionE2F1.LetravailayantétéfaitparuneapprochesiARN,ilnenouspermetpasde
faireunediscriminationentrelesFGF2nucléairesetlaformecytoplasmiquede18kDa.Pour
cetteraisonjeparleraide« FGF2 »engénéral.Cependant,linteractionentreApi5etleFGF2
restespécifiqueenverslesformesnucléaires.
Premièrement,mesrésultatspermettentdenvisager unebouclerégulatriceauniveau
delexpressiongénique, entreleFGF2,Api5etE2F1.LeFGF2sembleparticiperà lexpression
dApi5etE2F1.Cetteobservationestenaccordavec lespropriétésmitogènesconféréesau
FGF2. Inversement, Api5 et E2F1 semblent exercer un frein sur lexpression du FGF2. Ce
résultatpourrait êtreconsidéré commeunebouclederétrocontrôlenégatif.
Le rétrocontrôlenégatifest fréquentchez les facteursE2Fs.Cependant, la régulation
de lexpression des E2Fs passe le plus souvent par des interactions protéine/protéine, qui
modifientoulientlesE2Fsetlempêchentdelieretdetransactiversonproprepromoteur.Au
cours du cycle cellulaire, lactivation transcriptionnelle par E2F1 concerne également
lexpressiondegènescodantpourdesrégulateursnégatifsdelactivitéE2F(RB1,RBL1,ARF,
p21,p27 etp18).Deplus,ilestmaintenantconnuquE2F1estcapabledinhiberlexpression
denombreuxgènesaucoursducyclecellulaire(DeGregori&Johnson,2006).

Deuxièmement,enconséquencedecespremièresobservations,nousavonsrecherché
uneinfluencedu FGF2delinteractionfonctionnelleentreApi5etE2F1, étudiéeauniveaude
lexpression de gènes de la transition G1/S du cycle cellulaire. Les premières données
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montrent que le FGF2 contribue à lexpression de la Cycline E. Cependant, dautres cibles
promotricesdE2F1doiventêtretestéespourpouvoirconclureformellementsurcepoint.Par
ailleurs,ilseraitintéressantdanalyserlesconséquencesdeladéplétionduFGF2surlecycle
cellulaire et de focaliser létude uniquement sur les hmwFGF2 en ajoutant du FGF2 18KDa
danslemilieudeculturedescellules.
III. Api5appartientàunouplusieurscomplexesprotéiques nucléaires.
La caractérisation du rôle de la protéine Api5 a commencé par lapproche
traditionnelle qui consiste à rechercher des partenaires d'interaction afin de placer la
protéinedintérêtdansunevoiedesignalisationoudansunmécanismecellulaireetidentifier
ainsi son rôle. Lebut implicitede cettedémarche était demettre en évidenceunepossible
interactionentreApi5etE2F1,sonpartenaireDP1,ouencoreavecpRb.
Nous avons dabord confirmé lassociation dApi5 à des complexes protéiques en
migrantdesextraits nucléaires nondénaturésdans ungradient deglycérol. Lidentificationde
partenairesaétéfaiteparunerecherchebibliographiquedecandidatssuiviedexpériencesde
coimmunoprécipitation (coIP), en utilisant les hmwFGF2 comme contrôle positif. Cette
approchenousadabordpermisdexclurelhypothèsequiplaçaitApi5etE2F1/DP1oupRb
dans un même complexe. Par contre, elle a mis en évidence lassociation dApi5 avec les
protéinesERa,MDM2etVHL.
Le récepteurauxstrogènesalpha (ER)estun récepteurnucléaire responsablede
lactivation transcriptionnelledungrandnombredegènesen réponseauxstrogènes.Les
strogènes ontétédécritscommestimulantlactivitéangiogéniqueainsiquelamigrationet
la prolifération des cellules endothéliales. Les FGF2 de haut poids moléculaire sont
absolumentnécessairespourleseffetsdesstrogènes surlescellulesendothéliales.Defaçon
moins essentielle, Api5 est aussi impliquédans cette régulation (GarmySusini et al, 2004).
Lidentification dER en tant que partenaire dApi5 a beaucoup contribué à un projet de
recherche portant sur le rôle dApi5 dans la signalisation des strogènes passant par le
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récepteur ER (projet mené par le Dr. Céline Basset). Il a été montré par la suite que
linteractionentrelesdeuxprotéinesestdirecte.
MDM2estuneenzymeE3ubiquitineligase,principalementconnuepour sonrôledans
ladressage au protéasome de p53 en vue de sa dégradation (Moll & Petrenko, 2003).
CependantdautresétudesontmontréquecetteprotéinepermetlastabilisationdE2F1 grâce
une interaction directe qui empêche lubiquitinylation dE2F1 par SKP2, et donc son
adressage au protéasome(Polager&Ginsberg,2009;Zhangetal,2005).Deplus,MDM2aété
décrite comme régulateur positif de lactivité transcriptionnelle dER dans des lignées de
cancer du sein strogénodépendant, et ce par une interaction directe entre les deux
protéines(Sajietal,2001).LadécouvertedeMDM2entantquinteractantdApi5ouvredes
nouvelles pistes de recherche. Lassociation entre Api5 et MDM2 a été confirmée par
comarquage par immunofluorescence à partir des protéines endogènes. Cependant
linteractionentre lesdeuxprotéinesest indirecte, restedoncàdéterminerquelles sont les
protéinesappartenantàcecomplexe.
Enfin, VHL est lenzyme E3 ubiquitine ligase responsable de la dégradation par le
protéasomedeHIF1, facteurde transcriptionmajeurde la réponseà lhypoxie. Cependant
des travaux faits chez la levure montrent que VHL fait partie du complexe protéique
responsablede ladressagede lARNpolymérase IIauprotéasome lorsdunstressréplicatif
soutenu(Auneetal,2008;Ribaretal,2007).Cetypedestressestinduitspécifiquementpar
des agents génotoxiques de la famille de létoposide et la camptotécine, inhibiteurs de la
topoisomérase I et II. De façon intéressante, Api5 ne semble protéger les cellules que des
stress génotoxiques induits par ces deux agents (Rigou et al, 2009). La confirmation et la
naturedelinteractionentreApi5etVHLrestentàêtredéveloppées.
Lenombre etladiversité d'interactansobtenusparcoIP(etd'autresapportéspardes
étudescomplémentairesdans l'équipe) fontpenserquApi5 pourraitapparteniràdifférents
complexes protéiques qui auraient des fonctions indépendantes. Api5 pourrait donc
conserverunemêmefonctionparmitouscescomplexesentantquecofacteurouadaptateur
etavoirdeseffetsdifférentsselonlecontexteprotéique.
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IV.LépissagealternatifdutranscritApi5génère11isoformesprotéiques.
LacaractérisationdApi5dansnosmodèlescellulaires(cellulesHeLa,H1299etMCF7)
sestpoursuivieparlidentificationdunpromoteuralternatifdansle3ème introndugèneAPI5,
ainsique lidentificationde11 isoformesdApi5 (audébutduprojet, seulesdeux isoformes
étaientconnuesetrépertoriéesdanslesbasesdedonnéesinformatiques).Pardespremières
expériences nous avons démontré que ces isoformes ont des localisations différentes, ainsi
quedescomportementsdifférentsvisàvisdu FGF2et leurassociationà la chromatine.De
plus, unes des isoformes identifiées, celle de 469aa, semble être un dominant négatif qui
provoquelamortdelacellulelorsquelleestsurexprimée.
Les différentes isoformes dApi5 peuvent être assimilées à des « mutants tronqués »
naturels,quipossèdentouexcluentdesdomainesfonctionnels(impliquésdansleur activité,
leur interactionavecd'autresmolécules, leur localisation...) parrapportà laprotéinepleine
taille. On peut donc émettre l'hypothèse de l'existence de rôles spécifiques pour ces
différentesisoformesdApi5,enfonctiondesdomainesfonctionnelsretrouvésdansl'isoforme
enquestion. Ainsi, il serait intéressantdétudier si ces isoformesontunprofil dexpression
différentiel en fonctionducontexte cellulaire (phaseducycle cellulaire, stressgénotoxique,
privationdesérum).
V.LinvalidationdApi5chezlasourisestlétaleinutero.
La réalisation du KO dApi5 chez la souris nous a permis de montrer que la perte
homozygotedApi5entraîneunelétalitéembryonnairequisurvientàdesstadesprécocesde
la gestation (avant E6). Le stade exact de la létalité et le phénotype des embryons
homozygotesAPI5 /nontpasétédéterminées.Malheureusement,jaiétéconfrontéeàdes
limitestechniquespourletravailavecdesembryonsauxpremiersstadesdedéveloppement.
Cependantlerésultatobtenunouspermetdoresetdéjàdesoulignerlimportancede
la fonction dApi5 dans la prolifération cellulaire et ainsi quune absence de redondance
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fonctionnelle, quipourrait compenser saperte.Eneffet, la létalitéembryonnairedes souris
KOestunévénementobservé maisrare, enraisondelaredondancedefonctionretrouvéeau
sein des familles de protéines mammifères. En mode dillustration, les KO chez la souris
dE2F1(etdurestedesE2FssaufpourE2F3,Table 5),duFGF2etdelaplupartdesCyclines
etCdks(longtempsconsidéréescommedesrégulateurscléset essentielsducyclecellulaire)
sontviables(Chenetal,2009;Malumbres&Barbacid,2009;Satyanarayana&Kaldis,2009).
La létalité du KO dune protéine à un stade embryonnaire précoce souligne le caractère
essentieldesonrôledans laprolifération,dans lemaintiende lintégritégénétiqueoudans
lembryogenèse au cours des premiers stades de développement. Lextraordinaire
conservation de la séquence protéique dApi5 au cours de lévolution (Figure 40) est un
argumentadditionnelàfaveurducaractèreessentieldelaprotéine.
Figure40.LaséquencedelaprotéineApi5estextrêmementconservéeaucoursdelévolution.
Alignement in silico à laide du logiciel « PRALINE » des séquences protéiques dApi5 de six
différentes espèces (Simossis&Heringa, 2005).Duhaut aubas :Homo sapiens (Api5524aa),Mus
musculus(Api5524aa),Galllusgallus(Api5524aa),Xenopus laevis (Api5524aa),Bos taurus(Api5
504aa)etDrosophilamelanogaster (Api5536aa).Léchelledecouleursindiquantlaconservationdes
acidesaminésapparaîtenhautdelalignement.
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De plus, les données bibliographiques et nos résultats montrent quApi5 joue une
fonction modulatrice de lactivité promitotique et proapoptotique du facteur de
transcriptionE2F1(Morrisetal,2006).IlestintéressantdeconstaterqueleKOdepRbchez
lasouris (lerégulateurdelactivitéE2Fparexcellence) estlétalaustadeembryonnaire,tout
comme celui dApi5 (Clarke et al, 1992; Jacks et al, 1992; Lee et al, 1992). Cependant, les
embryonsinvalidéspourpRbmeurentàmigestationenraisonduneapoptosemassive.Nous
pouvonsdoncpenserquelesdéfautsprésentsdanslesembryonsinvalidéspourApi5nesont
pasprovoquésparlabsencedesonactivitéantiapoptotique,cardanscecasnousaurionseu
unphénotypesimilaireà celuide la sourisKOpourpRb.La létalitéde linvalidationdApi5
seraitdoncàmettreenrelationavecsonrôledactivateurauniveauducyclecellulaire.Dans
cesens,leKOdelakinaseCdk1,enzymecléducyclecellulaire,ainsiquelesKOdesesdeux
régulateurs : les Cyclines A2 et B1, sont létaux chez la souris à des stades embryonnaires
précoces(Brandeisetal,1998;Murphyetal,1997;Santamariaetal,2007).

En conclusion, cette étude a traité de la fonction dApi5, protéine modulatrice de
lactivitédufacteurdetranscriptiondE2F1.LaprotéineApi5,toutcommesacibleE2F1,est
une protéine aux fonctions ambigües impliquées à la fois dans le déclenchement du cycle
cellulaire et de lapoptose en fonction du contexte cellulaire. La découverte dumécanisme
moléculaire par lequel Api5 exerce sa régulation sur lactivité dE2F1 me semble létape
suivante impérative à la compréhension de la fonction dApi5. De part son activité anti
apoptotiquedécritedanslabibliographieetsonactivitépromitotiquedécritedanscetravail,
Api5peutêtreconsidérécommeunprotooncogène impliquédans laprogression tumorale
quand son expression ou son activité sont dérégulées. En illustration, Api5 est retrouvé
surexprimé,ainsiquassociéàunerésistanceautraitementetàdesmauvaispronosticsdans
denombreusespathologiescancéreuses.Cependant,aveclaréalisationduKOdApi5chezla
souris,ilapparaîtquApi5nestpasseulementimpliquédanslaprogressiontumoraledansun
contexte pathologique, mais désormais Api5 doit être considéré et étudié en tant que
régulateuressentielàlaproliférationetaudéveloppementembryonnaires.
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CONTRIBUTIONADAUTRESTRAVAUX :
ROLESDESNX6ETRANBPMDANSLA
NUCLEARISATIONDUFGF2INDUITEPARLA
TRANSLOKINE
A mon arrivée dans léquipe du Professeur Hervé Parts, un projet portant sur
Tranlokine, partenaire du FGF2, était sur le point dêtre abouti. Entant en relation avec la
thématiqueinitialedemonprojetdethèse(quiconsistaitàtravaillersurunautrepartenaire
du FGF2 identifié dans léquipe : Api5), jai réalisé les expériences complémentaires
demandéeslorsdelarévisiondutravailetnécessairesàsapublicationdanslejournalTraffic
(Meunieretal,2009).

Résumé
La Translokine, protéine de 55kDa décrite pour la première fois en 2003 au
laboratoire,interagitdefaçonspécifiqueavecleFGF2etestindispensableàsanucléarisation
lorsquilestajoutéàlextérieurdecellulesenculture(Bossardetal,2003). Ilavaitalorsété
montrélalocalisationdeTranslokinelelongducytosquelettedemicrotubuleslorsquelleest
surexprimée. Endogène, la Translokine nest visible en immunocytochimie que dans les
cellulesenmitose,auniveaudescentrosomesoù ellesembleconcentrée.
LidentificationdeRanBPMetdeSNX6commepartenairesprotéiquesdeTranslokine
est montrée, les régions dinteraction de Translokine avec ses différents partenaires
protéiques(RanBPM,SNX6etFGF2)ontétédéterminées.Ainsi,larégioncompriseentreles
acidesaminés122et174deTranslokineestnécessaireàlinteractionavecleFGF2,lapartie
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aminoterminale à linteraction avec SNX6, tandis que la région médiane de Translokine
(entrelesacidesaminés122et352)estindispensableàlinteractionavecRanBPM.
Cesdifférents testsont tousétéseffectuésendoublehybridechez la levure.Deplus,
des expériences dimmunocytolocalisations nous ont permis de déterminer la région de
Translokineindispensableàsa liaisonaucytosquelettedemicrotubules,situéeà lextrémité
carboxyterminale. Nous avons donc effectué une cartographie simple des domaines
dinteractiondeTranslokine.
Lexistence dun complexe protéique intracellulaire comprenant le FGF2 exogène
internaliséetlaTranslokineavaitétémontréen2003(Bossardetal,2003).Nousmontrons
danscetarticleque leFGF2exogène internaliséseretrouve dansdescomplexesprotéiques
comprenantSNX6etRanBPM,partenairesprotéiquedeTranslokine.
Deplus,linteractionentreFGF2etcesdeuxprotéinessembleindirecte.Eneffet,nous
avonsmontré en test doublehybride que ni SNX6 ni RanBPM ne sont capables dinteragir
avec le FGF2. Ainsi, cest la Translokine qui pourrait servir de pivot à la formation de ce
complexe. En éteignant spécifiquement lexpressionde SNX6oudeRanBPMdans la cellule
par siRNA, nous avons montré la nécessité de la présence de ces deux protéines pour la
nucléarisation du FGF2 exogène. Ces expériences de fractionnement subcellulaire semblent
montrer quil existe un ou plusieurs complexes protéiques intracellulaires comprenant
Translokine,SNX6etRanBPMindispensablesàlanucléarisationduFGF2.Pardesexpériences
decoimmunoprécipitation enprésencedesiRNAséteignantluneoulautredesprotéinesde
ce(s)présumé(s)complexe(s),nousavonsmontréqueSNX6sembleplutôtintervenirdansles
étapes précoces de la nucléarisation, certainement peu après linternalisation, ladaptateur
cytoplasmiqueTranslokineetRanBPMnintervenantquedanslesétapestardives.Lemodèle
quipeutdécoulerdecesobservationsestreprésentédansladiscussion.
Dans cet article, nous avons donc caractérisé la liaison de la Translokine aux
microtubules, et identifié deux nouveaux partenaires protéiques de Translokine : SNX6 et
RanBPM. Ces protéines, comme Translokine, interagissent indirectement avec le FGF2
exogène internalisé, et sontnécessaires à sanucléarisation.Plusprécisément, SNX6 semble
intervenir dans les étapes très précoces dinternalisation, Translokine jouerait ensuite son
rôle dadaptateur cytoplasmique et la liaison àRanBPMpourrait intervenir dans les étapes
tardives,probablementpourlanucléarisation.
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Intracellular trafficking of fibroblast growth factor 2
(FGF2) exhibits two unusual features: (i) it is secreted
despite the lack of signal peptide and (ii) it can translocate
to the nucleus after interaction with high- and low-
affinity receptors on the cell surface, although it does
not possess any classical nuclear localization signal.
This nuclear translocation constitutes an important part
of the response to the growth factor. Previously, we
identified Translokin/CEP57, an FGF2 binding partner, as
an intracellular mediator of FGF2 trafficking, which is
essential for the nuclear translocation of the growth
factor. Here, we report the identification of four
Translokin partners: sorting nexin 6, Ran-binding protein
M and the kinesins KIF3A and KIF3B. These proteins,
through their interaction with Translokin, are involved
in two exclusive complexes allowing the bidirectional
trafficking of FGF2. Thus, Translokin plays a pivotal role in
this original mechanism. In addition, we show that FGF2
secretion is regulated by a negative loop, retro-controlled
by FGF receptor and involving FGF2 itself.
Key words: FGF2, intracellular trafficking, KIF3A, micro-
tubules, nuclear translocation, RanBPM, secretion, SNX6,
Translokin/CEP57
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Fibroblast growth factor 2 (FGF2) belongs to a large protein
family containing at least 22 members (1). FGF2, the pro-
totype member of this family is produced as five isoforms.
The smallest FGF2 isoform (18 kDa) is mainly cytoplasmic
and is released from the cell despite the absence of
any signal peptide by unconventional secretory routes (2).
This unconventional secretion involves the exocytotic
vesicles (3), the α-subunit of the Na+/K+-ATPase and the
interaction between FGF2 and heparan sulphate proteo-
glycans (HSPGs) (4–6). Molecular components involved
in membrane translocation of FGF2 have been recently
identified (7,8), but the intracellular mechanisms of this
process remain still poorly understood.
Secreted FGF2 is sequestered in the extracellular matrix
and can bind to high- [fibroblast growth factor receptors
(FGFRs)] and low-affinity (HSPG) receptors on the cell
surface (9). These interactions are essential for the
stimulation of downstream signaling pathways involving
mitogen-activated protein (MAP) kinases, phospholipase C
and phosphoinositide 3-kinase (PI3-kinase) (10). However,
these signaling pathways do not account for the complete
spectrum of FGF2 biological activities (11), which are
achieved upon internalization and translocation of FGF2
into the nucleus (12,13) FGF2 nuclear localization strongly
correlates with positive effects on cell proliferation (12)
and hindrance of the nuclear translocation blocks the
cellular proliferation (14). Two mechanisms explaining the
early steps of the internalization of extracellular FGF2
have been characterized; one depending on FGFR1 (15)
and the other on syndecan-4 (16). However, the molecular
mechanisms leading to the nuclear translocation of the
FGF2 en route to the nucleus are still unknown.
In a previous work, we identified Translokin/CEP57 as a
direct intracellular partner of FGF2 (14) and demonstrated
that Translokin is essential for FGF2 nuclear targeting by
retrograde trafficking.
To further understand the role of Translokin in the intra-
cellular trafficking of FGF2, Translokin was used as bait in
a yeast two-hybrid (YTH) screening. We isolated proteins
previously described for their implication to either antero-
grade or retrograde intracellular trafficking, that interact
with Translokin in a mutually exclusive manner. Interest-
ingly, intracellular (endogenous) FGF2 was only found in
the complex involved in secretion (anterograde pathway),
whereas recombinant exogenously added FGF2 (rFGF2)
only interacted with Translokin involved in retrograde traf-
ficking. Finally, we showed that FGF2 itself, by activating
its receptor, regulates its proper secretion, generating
a controlled negative regulation loop between internal-
ization/nuclear translocation and secretion of the growth
factor.
Results and Discussion
To better characterize Translokin activities in intracellular
FGF2 trafficking, we performed a YTH screening to
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identify proteins capable of interacting with Translokin.
Among the 28 sequenced positive clones, four genes with
significant functional implications in cytoplasmic trafficking
processes were chosen for further investigation: sorting
nexin 6 (SNX6), Ran-binding protein M (RanBPM) and two
kinesins: KIF3A and KIF3B.
Sorting nexins are proteins known to interact with various
growth factor receptors and are implicated in the sorting
of the ligands after their internalization (17,18). RanBPM is
a protein that interacts with Ran, a small GTPase required
for bidirectional transport of macromolecules across the
nuclear pore complex (19). KIF3A and KIF3B belong to the
large family of type II kinesins. Kinesins are motor proteins
able to move along microtubules (20). Most of them, as
KIF3A, are unidirectional motors moving from the minus
to the plus end of the microtubules (21). Thus, it appeared
as two different groups of Translokin partners had been
identified: one with proteins involved in internalization,
retrograde transport and nuclear translocation processes
(SNX6 and RanBPM) and a second group containing
proteins involved in an anterograde transport (KIF3A/3B).
To evaluate the relative level of interaction between
Translokin and its partners, β-galactosidase activity was
measured by YTH analysis. The data revealed that
RanBPM, SNX6 and KIF3A interacted with Translokin
three to five times more efficiently than did FGF2
(Figure 1A).
We created a series of Translokin deletion constructs to
map the regions necessary for the different interactions
with the newly discovered partners (Figure 1B, left).
The expression of all the constructs was confirmed
by western blotting (WB) (Figure 1B, right) and their
interaction intensities with Translokin were measured
(Figure 1C). The regions identified for the interaction
with FGF2 (data not shown) enabled us to generate the
122-174 variant, which is unable to interact with FGF2.
We determined that SNX6/Translokin interaction involved
the amino-terminal part of Translokin. Conversely, the
constructs lacking the C-terminal region (152 last amino-
acids) lost their interactions with KIF3A, while RanBPM
likely interacted with a central region of Translokin.
Taken together, these data showed that different regions
Figure 1: SNX6, RanBPM and KIF3A are novel Translokin interacting proteins. A) YTH screening was performed with Translokin
as bait. Shown are the normalized β-galactosidase activities in yeast extracts attesting to the relative intensities of interaction between
Translokin and partners. (0) indicates transformation with empty vector. B) Schematic representation of Translokin and deletion
constructs (left). Their expression was confirmed in yeast by WB with Translokin antibody (right). C) Translokin regions involved in SNX6,
RanBPM and KIF3A interactions. The constructs were used as baits in the YTH system to test the interactions with FGF2, KIF3A, SNX6
and RanBPM. β-galactosidase activities were normalized to the full-length Translokin/FGF2 interaction. D) Translokin regions necessary
for the interaction with SNX6, FGF2, RanBPM and KIF3A.
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in Translokin are involved in the interaction with the
identified partners as depicted in Figure 1D. Moreover,
the expression of these constructs fused to the green
fluorescent protein (GFP) reporter gene in HeLa cells
indicated that the C-terminal part (352-500) of Translokin
was implicated in its localization to the microtubule
network (Figure S1), whereas the amino-terminal part
(1-352) could be associated with microtubule organizing
center (MTOC/centriole) or Golgi according to the finding
by Momotani et al. (22).
To better characterize the interactions between Translokin
and its three new partners, we performed in vitro
interaction experiments. As indicated in Figure 2A,
Translokin is able to bind to SNX6, RanBPM or KIF3A
as well as to FGF2 (positive control), but not to FGF1
(negative control). We next performed YTH experiments
to assess whether the Translokin partners also interact
with FGF2. Notably, none of these assays revealed an
interaction between SNX6, RanBPM or KIF3A (Figure 2B).
Furthermore, none of these proteins showed a notable
affinity for each other.
To determine whether these interactions occurred in
mammalian cells, we performed co-immunoprecipitation
(co-IP) assays using a plasmid encoding hemaglutinin (HA)-
Translokin transfected in NIH3T3 cells. Interestingly, SNX6
and RanBPM co-immunoprecipitated with HA-Translokin
much more efficiently when cells were stimulated with
recombinant exogenously added rFGF2 (Figure 2C). Under
these conditions, no interaction between HA-Translokin
and KIF3A could be detected. However, we showed that
the absence of rFGF2 stimulation allowed the formation of
a KIF3A/Translokin complex. These data demonstrate that
two different and exclusive complexes could be formed
between Translokin and its partners and these different
assemblies were dependent on rFGF2 stimulation.
We next wanted to identify what kind of FGF2, exoge-
nously added or endogenous, that associates with
each Translokin-containing complex. We first checked
for the presence of endogenous FGF2 in each of the
two Translokin complexes. In the absence of recombi-
nant exogenous rFGF2, co-IP experiments against FGF2
revealed that endogenous FGF2 was efficiently immuno-
precipitated together with Translokin in non-stimulated
NIH3T3 cells (Figure 2D). Further WB analyses in the
same conditions clearly showed that endogenous FGF2
was efficiently pulled down together with KIF3A, but nei-
ther RanBPMnor SNX6 could be detected (Figure 2E). This
result was consistent with the previous one (Figure 2C),
in which HA-Translokin formed a unique complex with
KIF3A only in the absence of stimulation by exogenously
added rFGF2. Thus, we defined a first complex containing
Translokin, KIF3A and endogenous FGF2.
To investigate whether exogenously added FGF2 (i.e.
internalized) exists in the second complex, we performed
experiments in which recombinant HA-FGF2 (rHA-FGF2)
Figure 2: Characterization of Translokin complexes.A) In vitro
interaction experiments show interaction between His-tagged
Translokin and 35Smethionine-labeled SNX6, RanBPMand KIF3A,
FGF1 and FGF2. In each case, the first lane: binding to the Ni2+
resin; second lane: in vitro translation; third lane: partner trapped
on the column in presence of His-Translokin. B) SNX6, RanBPM
and KIF3A do not interact with FGF2 or with each other (YTH
assay). C) Co-IP of transfected HA-Translokin with SNX6, RanBPM
and KIF3A. NIH3T3 cells were transfected (or not) with HA-
tagged Translokin and stimulated (or not) with rFGF2 for 4 h. Cells
lysates were subjected to anti-HA co-IP and western blot was
performed with indicated antibodies. D) Endogenous FGF2 forms
complexes with endogenous Translokin. E) Endogenous FGF2
forms complexes with KIF3A, but neither with SNX6 nor RanBPM
in co-IP experiments. F) Co-IP finds SNX6 and RanBPM, but not
KIF3A associated with exogenously added recombinant HA-FGF2
(rHA-FGF2) when quiescent cells were stimulated for 4 h.
was used to stimulate NIH3T3 cells. The lysates were
immunoprecipitated with an antibody against the HA tag.
This time, both SNX6 and RanBPM, but not KIF3A, were
successfully pulled down as shown in Figure 2F.
Thus, we conclude that Translokin is present in at least
two exclusive complexes: one with endogenous FGF2
and the kinesin KIF3A; the other one with exogenous
internalized FGF2, SNX6 and RanBPM.
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Figure 3: Implication of SNX6 and RanBPM but not KIF3A in the nuclear translocation of exogenous FGF2. A) Left: cells were
transfected with siRNAs, stimulated with rHA-FGF2 and fractionated. WB against HA was used to determine the nuclear accumulation.
Right: mean values ± SEM of densitometric analysis from three experiments. B) Same experiments as in (A), but with siRNAs against
KIF3A and Translokin. C) Control of fractionation experiments. Cells were treated as in (A) and fractions blotted with antibodies against
Histone DeACetylase 1(HDAC1) (nucleus)β-tubulin (cytosol) and EEA1 (early endosome associated protein-1) to determine their purity.
D) Sequence of FGF2 complexes formation. Quiescent cells were treated as in (A). WB was performed on lysates immunoprecipitated
with anti-HA antibody.
To clarify the role of the two complexes in the translocation
of exogenously added recombinant FGF2, we used
validated small interfering RNAs (siRNAs) (Figure S2)
directed against SNX6, RanBPM, KIF3A or Translokin.
siRNAs-treated NIH3T3 cells were stimulated with rHA-
FGF2 for 4 h, harvested, fractionated and analyzed byWB.
Figure 3A (left) demonstrated that extinction of SNX6
or RanBPM induced a drastic reduction in the amount
of nuclear rHA-FGF2, while the cytoplasmic fraction
of rHA-FGF2 was only marginally reduced (Figure 3A,
right). Conversely, extinction of KIF3A expression did not
affect the nuclear translocation of exogenously added
recombinant rHA-FGF2, compared with the Translokin
siRNA positive control (Figure 3B).
Thus, the KIF3A kinesin was not involved in the
nuclear translocation of exogenously added FGF2. But
the complex(es) containing exogenous internalized FGF2,
Translokin, SNX6 and RanBPM was/were essential for
bringing internalized FGF2 into the nucleus (Figure 3C). In
addition, the slight decrease of internalized cytoplasmic
FGF2 and the inhibition of nuclear accumulation of FGF2
were not because of the proteasome activity, as the
proteasome inhibitor MG132 did not modify the FGF2
distribution (Figure S3).
To find out the sequential interactions between FGF2,
Translokin, SNX6 and RanBPM that led to nuclear
translocation, quiescent NIH3T3 cells, transfected with
siRNAs directed against SNX6, Translokin or RanBPM,
were stimulated with rHA-FGF2 for 4 h. Cell lysates were
immunoprecipitated with the HA antibody and subjected
to WB with the set of antibodies shown in Figure 3D.
Reduction of SNX6 expression prevented the detection of
complexes between exogenously added rFGF2 and either
Translokin or RanBPM. An absence of Translokin did not
affect the interaction between FGF2 and SNX6, but did
eliminate RanBPM containing complexes. Depletion of
RanBPM had no effect on interactions formed between
FGF2 and Translokin or SNX6.
These results show that SNX6 is likely involved in an
early stage after (or during) FGF2 internalization and that
this early sequence of events is a prerequisite for the
formation of complexes containing FGF2/Translokin and
RanBPM. Taken together with the results of Figure 3A,
we can imply the following sequence of interactions for
the nuclear translocation of FGF2. First SNX6, followed
by Translokin and then RanBPM join the internalized
FGF2 containing complex(es). However, we cannot rule
out the possibility that part of cytoplasmic endogenous
FGF2 could also be translocated to the nucleus by this
mechanism.
Kinesin KIF3A is known as a motor protein required for
anterograde transport of cargos (23). Thus, we hypoth-
esized that the second complex containing Translokin,
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endogenous FGF2 and KIF3A could be involved in the
unconventional FGF2 secretion pathway.
To demonstrate this, we measured by enzyme-linked
immunosorbent assay (ELISA) the amount of FGF2
secreted from cells transfected with different siRNAs
as indicated in Figure 4A. HeLa cells were chosen as a
model because they only express FGFR1 at detectable
levels among the FGFRs (24). Moreover, these cells
were suitable since commercially available ELISA only
recognizes human FGF2. Extinction of KIF3A reduced
the amount of FGF2 detected in the culture medium to
∼50% (Figure 4A). Conversely, no effect was observed
when SNX6 and RanBPM siRNAs were used confirming
that they were only involved in the retrograde trafficking
of internalized FGF2 and did not interfere with FGF2
secretion. Figure 4B demonstrated that the effect of KIF3A
siRNA on FGF2 secretion was specific. Thus, the KIF3A
kinesin (and potentially the KIF3A/KIF3B heterodimer)
is involved and necessary in the FGF2 unconventional
secretion pathway.
These results allowed us to hypothesize a dual role
for Translokin in the nuclear translocation process
of exogenous FGF2 as well as in the secretion of
endogenous FGF2. To determine what could be the
regulatory determinant in FGF2 trafficking, we performed
the same experiment as above, but using HeLa cells
depleted of FGFR1. Interestingly, the knockdown of
FGFR1 led to a 50% increase in the amount of secreted
FGF2 (Figure 4C). Conversely, increased FGFR1 activity
appeared to downregulate FGF2 secretion.
FGF2 binding to FGFRs can induce two types of pathways:
membrane-derived signaling cascades and signaling trig-
gered by the internalization of the growth factor/receptor.
To discriminate between these two mechanisms, we
proceeded with ELISA experiments. Inhibition of exoge-
nous FGF2 nuclear targeting, using siRNAs against SNX6
or RanBPM, did not have any effect on FGF2 secretion
(Figure 4A). Conversely, abolition of the signalization path-
ways induced by FGFR autophosphorylation, by the use
of different inhibitors, increased dramatically the secretion
of endogenous FGF2 (Figure 4D) without affecting the
nuclear translocation of exogenously added recombinant
rFGF2 (Figure S4). The cotransfection of FGFR1 siRNA,
together with SNX6 or RanBPM siRNAs, did not further
increase FGF2 secretion when compared with FGFR1
siRNA alone. However, when cotransfected with KIF3A
siRNA, FGFR1 siRNA did not have any effect, indicating
that FGFR1 may downregulate FGF2 secretion upstream
of KIF3A (Figure 4D).
Thus, we conclude that the complex, including KIF3A,
associated with Translokin and endogenous FGF2 is
involved in the secretion process of the growth factor.
This mechanism seems to be tightly regulated through
the activity of the FGFR, and this regulation is dependent
Figure 4: Implication of KIF3A in unconventional FGF2
secretion and regulation of FGF2 secretion. A) KIF3A is
necessary for FGF2 secretion. Twelve hours after transfection
by the indicated siRNAs, quiescent HeLa cells were allowed to
secrete FGF2 for 48 h after a medium change. FGF2 levels in
conditioned media were measured by ELISA. B) Transfection of
KIF3A siRNA does not interfere with SNX6, RanBPM, Translokin
levels or with ERK phosphorylation. C) FGFR1 knockdown inhibits
endogenous FGF2 secretion. ELISA: HeLa cells were treated
as in (A). D) The inhibition of FGF2 secretion depends on the
MAP kinases (PD98059) and PI3-kinase (LY294002) signalization
pathways induced by FGFR1 but not on SNX6 and RanBPM.
Inhibition of FGF2 secretion is restored by KIF3A siRNA. E) FGF1
stimulation induces the formation of the secretion complex. Co-
IP was performed on HA-Translokin-transfected NIH3T3 cells
stimulated (or not) by recombinant FGF1. F) FGF1 activates FGF2
secretion. The cells were stimulated or not by FGF1 as in (E),
and FGF2 secretion was measured by ELISA. **P < 0.05 and
***P < 0.01 in two-tailed t-test. Bars ± SEM.
on the phosphorylation cascades induced by the receptor
activation.
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We next wanted to decipher if the negative effect of
stimulated FGFR1 on FGF2 secretion was FGF2 specific.
To address this question, we used FGF1 which is at
least as efficient as FGF2 for FGFR1 activation (25) but
which is unable to bind Translokin (Figure 2A) (14). Cells
transfected with HA-Translokin were stimulated (or not)
by recombinant FGF1 (rFGF1) and formation of complexes
was analyzed by co-IPs (Figure 4E). We observed that
FGF1 stimulation induced a shift of the endogenous
FGF2, together with KIF3A, to the Translokin-secretion
complex as compared with the unstimulated control. This
effect was thus the opposite of what we observed upon
FGF2 stimulation (Figure 2C). The positive effect of FGF1
stimulation on FGF2 secretion was confirmed by ELISA
when the cells were stimulated by FGF1 (Figure 4F). This
increase of extracellular FGF2 could be interpreted as
the result of a competition of FGF1 for FGFR1. On the
other hand, the fact that FGF1 was able to induce a
shift from Translokin/RanBPM to the secretory complex
Translokin/KIF3A/endogenous FGF2 (Figure 4E) brings us
to deduce that the increase of extracellular FGF2 is mostly
because of activation of the secretion pathway. This
effect could constitute a reciprocal mechanism to the
previously described, i.e. activation of FGF1 release after
FGF2 stimulation (26).
These data show that FGFR1 is able to inhibit FGF2
secretion only when activated by FGF2. This indicates
a high degree of specificity in the FGFR1-dependent
regulation of FGF2 secretion. Thus, internalized FGF2
plays a crucial role in the induction of a negative retro-
control loop using FGFR1 for the regulation of FGF2
secretion.
The data presented here underline the central role of
Translokin in the intracellular trafficking of FGF2. This
pivotal function of Translokin in exogenous FGF2 nuclear
translocation and in endogenous FGF2 unconventional
secretion is schematized in a model (Figure 5). Several
partners of these complexes likely remain to be identified.
For example, SNX6 co-immunoprecipitateswith rHA-FGF2
in the absence of Translokin (Figure 3D), although there is
no direct interaction of FGF2 with SNX6 (Figure 1B). This
indicates that in this early step of FGF2 internalization,
FGF2 and SNX6 are associated in the same complex
through at least one unknown partner (named X in
Figure 5).
How Translokin is able to shift from one complex to the
other is not understood. Reasonably, we can propose
that FGFR-induced phosphorylation cascade should play
a significant role even if internalization of FGF2 is also
essential. Furthermore, the fact that the binding domains
for RanBPM and KIF3A overlap could also be a structural
determinant for the fate of Translokin functions.
Despite the fact that FGF2 is nuclearized and/or secreted,
it is devoid of a conventional nuclear localization signal
(NLS) and signal peptide. This very peculiar intracellular
Figure 5: Model. At the cell surface, exogenous FGF2 forms
complexes with FGFR1 (1), and is internalized by endocyto-
sis (27). In the cell, the FGF2/membrane bound complex is
recognized by SNX6 through an unknown partner (X) (2). This
complex could then recruit Translokin for the transport of FGF2 to
the nuclear envelope (3). Translokin/FGF2 interaction is necessary
for the association of RanBPM (4). Exogenous internalized FGF2
is then imported into the nucleus (5) (Figure 3). Endogenous FGF2
can also bind Translokin, this complex is specifically recognized
by KIF3A (6). This complex allows the secretion of endogenous
FGF2 (7). The binding of secreted FGF2 to its receptor induces
different signalization pathways, which are responsible for the
inhibition of FGF2 secretion (8). However, FGF1 binding to the
FGFR induces the opposite effect (9).
trafficking of FGF2 is common with other growth factors
and hormones (FGF1, IL1β, etc. . .), but the mechanisms
involved still remain poorly understood. Here, we provide
evidence that both these fundamental mechanisms
could be substituted by the binding to an adaptor,
Translokin, which is involved in bidirectional trafficking
along microtubules. As it is difficult to believe that
Translokin is devoted to FGF2 transport, it will be of great
interest to identify additional cargos that could benefit
from these properties of Translokin.
Materials and Methods
YTH system
Two-hybrid experimentswere performedwith theMatchmaker Two-hybrid
System III from Clontech. The complete cDNA for Translokin served as
bait and was screened against a human brain cDNA library. β-galactosidase
activity was measured in yeast extracts, from at least 10 pooled colonies,
grown overnight in a 4 mL of growth selection medium, using Galacto-light
as described by the manufacturer (TROPIX).
Antibodies
Polyclonal antibodies against Translokin were previously described (14).
FGF2 (sc-79) and SNX6 (n-79) polyclonal antibodies were purchased
from Santa Cruz Biotechnologies. The monoclonal antibody against KIF3A
kinesin was from BD Laboratories. The monoclonal antibody against FGF2
(clone b-FM-2; IP experiments)was fromUpstate Biotechnologies. TheHA.
11 monoclonal antibody was from Babco and monoclonal antibody against
β-actin (AC-15) was from Sigma-Aldrich. Horseradish peroxidase-labeled
secondary antibodies were from Amersham. The monoclonal antibody
against RanBPM was a gift from Elisabetta Bianchi (Institut Pasteur).
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Cell culture
Cell lineswere obtained fromATCC. NIH-3T3 and HeLa cells were grown in
DMEM containing 1% antibiotics, 1% glutamine and 10% fetal calf serum
(Invitrogen). Cells were transfected with DNA, using JetPEI in accordance
with the manufacturer’s recommendations (Polyplus).
Inhibitors
MAP-kinase inhibitor PD98059 and PI3-kinase inhibitor LY294002 were
purchased from Sigma-Aldrich and used at 20 and 10 µM, respectively.
MG132 was purchased from Calbiochem (VWR) and used at a final
concentration of 20 µM.
Transfection of mammalian cells with siRNA
duplexes
Twenty-one nucleotide siRNA duplexes were synthesized and purified by
QIAGEN . siRNA sequences for murine Translokin (AAGCATGCAGAAATG-
GAGAGG), SNX6 (TCGGAGGAAGACCGCGGACTT), RanBPM (ATATGGT-
TACCATGGGGATGA), FGFR1 (ACAAGGACAAACCCAACCGTG) and KIF3A
(AGCTACTGGACAGCGCCTAAA)were designedwithin the respective cod-
ing regions of the transcripts. A scrambled siRNA served as a negative
control (QIAGEN). Transfections were performed with 20 nM of siRNA and
JetSI reagent.
Cell fractionation
Fifty percent of confluent NIH3T3 cells were rendered quiescent in serum-
free media for 48 h. Then 20 ng/mL of 3xHA-tagged FGF2 (rHA-FGF2)
was added to the medium and incubated for 4 h. Cells were collected
and fractionated using the ‘NE-PER nuclear and cytoplasmic extraction
reagents’ kit as instructed by Pierce.
Immunoprecipitations
IP: HA-Translokin: NIH3T3 cells were transfected with a plasmid encoding
HA-Translokin. The cells were rendered quiescent in serum-free media for
48 h and 10 ng/mL of FGF2 or FGF1 was added (or not) to the medium and
incubated for 4 h. Cells were rinsed in PBS, scraped and pelleted. IPs were
performed using ’µ-magnetic antibody cell sorting (µ-MACS) HA-tagged
protein isolation’ kit as instructed by Miltenyi Biotec.
IP: HA-FGF2: Quiescent NIH3T3 cells, stimulated with 20 ng/mL of HA-
tagged FGF2 for 4 h, were rinsed with PBS, scraped and pelleted. IPs were
performed as described above.
IP: FGF2: Cellswerewashed in cold PBS, scraped and pelleted.Monoclonal
antibody against FGF2 was used for the IP reaction. The reactions were
performed using ’µ-MACS protein A isolation’ kit from Miltenyi Biotec. IP
controls were done with non-immune serum.
In vitro interaction
Plasmids encoding SNX6, RanBPM, KIF3A, FGF1 and FGF2 were
transcribed using Megascript kit from Ambion, purified and translated
with rabbit reticulocyte lysates, in the presence of 35S methionine.
Recombinant His-Translokin was fixed on Ni2+ resin (QIAGEN). In vitro
translated proteins were loaded onto His-Translokin/Ni2+ resin. After resin
washing, immobilized proteins were eluted in Laemmli buffer, analyzed by
SDS–PAGE and subjected to autoradiography.
ELISA assay
Human FGF2 ELISA kit was from Biosource. Secreted FGF2 concentration
was assessed according to the manufacturer’s protocol on conditioned
media from 48-h cultures of HeLa cells.
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Figure S2: Efficiency of siRNAs against each partner (Translokin,
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Figure S3: Cells were transfected with siRNAs, stimulated with
rHA-FGF2 and fractionated as described in Figure 3. MG132 (final
concentration: 20 µM) was added simultaneously with rHA-FGF2. Western
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Figure S4: HeLa cells were treatedwith different FGFR1 inhibitors and
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to look at the nuclear translocation of rHA-FGF2. There was no effect
of the different inhibitors used on the nuclear translocation of exogenously
added recombinant FGF2.
Please note: Wiley-Blackwell are not responsible for the content or
functionality of any supporting materials supplied by the authors.
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